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RÉSUMÉ
Les protéines amyloïdes sont retrouvées sous forme de ﬁbres dans de nombreuses
maladies neurodégénératives. En tentant d’élucider le mécanisme de ﬁbrillation, les
chercheurs ont découvert que cette réaction se fait par un phénomène de nucléation pas-
sant par des oligomères. Il semblerait que ces espèces soient la principale cause de la
toxicité observée dans les cellules des patients atteints d’amyloïdose. C’est pourquoi
un intérêt particulier est donc porté aux premières étapes d’oligomérisation. Dans ce
mémoire, nous nous intéressons à une séquence d’acide aminé fortement hydrophobe
de l’α-synucléine appelée composante non β -amyloïde (Non-Amyloid β Component
ou NAC). Cette dernière est retrouvée sous forme de ﬁbres dans les corps et les neu-
rites de Lewy des patients atteints de la maladie de Parkinson. De plus, elle constitue
une composante minoritaire des ﬁbres impliquées dans la maladie d’Alzheimer. Nous
avons observé les changements structuraux qui ont lieu pour le monomère, le dimère et
le trimère de la séquence NAC de l’α-synucléine. Nous nous sommes aussi intéressés
aux conséquences structurelles observées dans des oligomères hétérogènes qui impli-
queraient, Aβ1−40. Pour cela nous utilisons des dynamiques moléculaires, d’échange
de répliques couplées au potentiel gros-grain, OPEP. Nous constatons une disparition
des hélices α au proﬁt des feuillets β , ainsi que le polymorphisme caractéristique des
ﬁbres amyloïdes. Certaines régions se sont démarquées par leurs capacités à former des
feuillets β . La disparition de ces régions lorsque NAC est combinée à Aβ laisse entrevoir
l’importance de l’emplacement des résidus hydrophobes dans des structures susceptibles
de former des ﬁbres amyloïdes.
Mots clés: protéines amyloïdes, maladies neurodégénératives, dynamique molé-
culaire, potentiel gros-grain .
ABSTRACT
Amyloid proteins are found in ﬁber form in many neurodegenerative diseases. In
attempting to elucidate the mechanism of ﬁbrillation, researchers have found that ﬁbril
formation occurs by a nucleation mechanisms involving oligomers. It seems, in particu-
lar, that the latter species are responsible for the toxicity observed in the cells of patients
suffering from amyloidosis. That is why special interest is focused in the early stages
of oligomerization. In this this work, we focus on a highly hydrophobic amino acid
sequence of the α-synuclein called Non-Amyloid β Component (NAC). The NAC is
recovered in the form of ﬁbers in the body and Lewy neurites in patients with Parkin-
son’s disease. Moreover, it is a minority component of the ﬁbers involved in Alzheimer’s
disease. In particular, we observe the structural changes taking place for the monomer,
dimer and trimer of the NAC region of α-synuclein. We are also interested in the struc-
tural consequences observed in heterogeneous oligomers which involve Aβ1−40. We
use Hamiltonian and temperature replica exchange molecular dynamics (HT-REMD)
simulations combined with the coarse-grained OPEP potential. We observe a loss of
α-helices in favor of β -strands and the characteristic polymorphism of amyloid ﬁbers.
We also ﬁnd that some regions are distinguished by their ability to form β -strands. The
disappearance of these regions when combined Aβ with NAC suggests the importance
of the location of hydrophobic residues in amyloid ﬁbers structures.
Keywords: amyloid proteins, neurodegenerative diseases, molecular dynamic,
coarse grained potential.
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INTRODUCTION
Les séquences d’acides aminés qui composent une protéine sont responsables de son
repliement et lui permettent d’adopter sa forme native et d’assurer son rôle dans le méta-
bolisme cellulaire. Il arrive parfois que ce repliement se fasse mal et provoque une suite
d’événements ayant des conséquences diverses pouvant mener à la mort cellulaire [1].
Ces dernières années, les recherches expérimentales et numériques s’allient dans le but
de proposer des solutions thérapeutiques qui permettraient de prévenir les maladies neu-
rodégénératives provoquées par les protéines amyloïdes [2]. Il a été démontré que leurs
mépliements mènent à des ﬁbres que l’on retrouve dans les cellules nerveuses du cer-
veau de patients atteints d’amiloïdoses telles que la maladie de Parkinson, la maladie
d’Alzheimer et les maladies à prions. Les différentes maladies neurodégénératives dans
lesquelles la formation de ﬁbres amyloïdes est impliquée permettent de constater que les
protéines à leurs origines peuvent être très différentes [3]. De plus, on peut voir qu’une
même protéine peut mener à la formation de ﬁbres ayant des structures très différentes,
démontrant ainsi un certain polymorphisme [4]. Cependant, la structure cross-β , for-
tement impliquée dans la stabilisation de la ﬁbre, sera présente dans chacune de ces
structures [5–7].
Les détails concernant le mécanisme de formation des ﬁbres amyloïdes sont peu
connus. Toutefois, celui-ci semble dirigé par un phénomène de croissance par nucléa-
tion dont la première étape a pour but de former un noyau stable, le noyau critique. Cette
étape est suivie d’une phase de croissance, lors de laquelle d’autres protéines viennent
se ﬁxer sur le noyau en adoptant la structure de feuillets β . Enﬁn, après avoir formé des
oligomères qui se regroupent en protoﬁbriles, il y a formation de ﬁbre [8]. Un intérêt
particulier est porté à l’étape d’oligomérisation car des études faites dans les dix der-
nières années démontrent et conﬁrment la forte implication des petits oligomères dans la
toxicité [9–13].
Dans ce mémoire, nous avons fait l’étude numérique des premières étapes d’agré-
gation de l’α-synucléine dont la séquence d’acides aminés non-Amyloid β component
(NAC) impliquée dans les neurites et corps de Lewy est retrouvée dans le cerveau des
2malades atteints de la maladie de Parkinson [14–16] et combinée avec Aβ1−40 dans la
maladie d’Alzheimer [17, 18]. Nos objectifs de recherche sont de caractériser les pre-
mières étapes d’oligomérisation de la région NAC de l’α-synucléine pour des structures
allant du monomère au trimère (chapitre 3) et d’observer les changements qui ont lieu
lorsque cette région est mise en présence de la protéine Aβ1−40 (chapitre 4). De cette
façon, nous pourrons donner quelques hypothèses sur les natures et fonctions de certains
résidus ou séquences de résidus, de la région NAC, favorisant la formation de feuillets
β et donc de ﬁbres amyloïdes.
Nous avons utilisé une méthode de dynamique moléculaire avec répliques optimisée
dans notre groupe couplée au potentiel gros-grain, OPEP. Cette méthode a permis de
simuler des systèmes allant jusqu’au trimère pendant des temps de l’ordre de la microse-
conde, beaucoup plus longs que dans d’autres études numériques et plus pertinents dans
la comparaison avec des études expérimentales. Un grand nombre d’études numériques
traitent de la protéine Aβ1−40 [19–23], mais ces interactions avec NAC sont encore très
peu étudiées. Ainsi, ce mémoire permet de faire le parallèle entre la région NAC et
d’autres protéines amyloïdes plus étudiées, en mettant l’emphase sur les acides aminés
de la structure primaire qui favorisent certaines structures tertiaires propres aux pro-
téines amyloïdes. Finalement, nous tentons de fournir quelques hypothèses sur le rôle
que pourrait jouer NAC sur la stabilisation de certaines structures dans les premières
étapes d’oligomérisation de la protéine Aβ1−40.
CHAPITRE 1
INTRODUCTION BIOCHIMIQUE
1.1 Les protéines
Dans ce chapitre, nous allons éclaircir le vocabulaire et les notions se rattachant à
l’étude des protéines en général (section 1.1) et des amyloïdes en particulier (section
1.2). Enﬁn, nous tenterons d’expliquer le choix de l’α-synucléine et Aβ1−40 dans l’élu-
cidation de la problématique.
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Figure 1.1 – Les 20 acides aminés qui composent une protéine, séparés en 4 catégories
selon les propriétés physico-chimiques de leurs chaînes latérales. Les images ont été
modiﬁées et proviennent du livre de Horton et al [24] .
4Les protéines sont le fondement chimique de la vie, elles sont à la base de nom-
breuses fonctions indispensables au métabolisme d’une cellule. Elles peuvent jouer un
rôle au niveau de la forme et de la résistance de la structure d’une cellule, du transport
de substances indispensables à la survie du corps humain (oxygène par hémoglobine),
de la catalyse sous forme d’enzyme, de la protection et la reconnaissance sous forme
d’anticorps, de messager sous forme d’hormones et permettre la mobilité (ﬂagelle du
spermatozoïde) et bien d’autres fonctions encore, primordiales dans le métabolisme cel-
lulaire.




Figure 1.2 – Les niveaux de structure du niveau primaire au niveau quaternaire.
a) structure primaire : la séquence d’acides aminés et les liens covalents qui les lient
ainsi que les ponts disulfures qui se forment entre deux cystéines.
b) structure secondaire : les structures régulières adoptées par la chaîne polypeptidique :
hélice α et feuillet β .
c) structure tertiaire : l’organisation spatiale des différentes structures secondaires et
l’orientation des chaînes latérales.
d) structure quaternaire : organisation spatiale des différentes chaînes les unes par rapport
aux autres.
L’image a été modiﬁée et provient du livre de Horton et al. [24]
5Pour qu’une protéine soit fonctionnelle, elle doit être sous sa forme tridimensionnelle
la plus stable, appelée aussi état natif. Ce sont les interactions entre les résidus des acides
aminés et l’eau qui vont diriger et chaperonner le repliement et permettre d’adopter une
conformation adéquate à la réalisation de la fonction de la protéine :
• Les interaction de van der Waals entre deux atomes adjacents qui agissent à courte
distance (de l’ordre de quelques Å).
• L’effet hydrophobe s’applique aux résidus avec une chaîne hydrophobe. La pro-
téine adopte une conformation dans laquelle un coeur hydrophobe est formé aﬁn
de minimiser le contact avec le solvant.
• La force électrostatique qui traduit l’attraction ou la répulsion qu’il peut y avoir
entre deux résidus chargés et s’applique donc sur les résidus acides et basiques.
Les structures formées par deux résidus de charge opposée s’appellent des ponts
salins.
• Les ponts hydrogène à l’origine de la formation des hélices α et feuillets β qui
relient les atomes d’oxygène d’un groupe carbonyle et les atomes hydrogène d’un
groupe amine.
20 acides aminés sont indispensables aﬁn de constituer la chaîne polypeptidique
d’une protéine. Ces acides aminés possèdent tous une fonction amine et une fonction
carbonyle sur un carbone commun qu’on appelle Cα . (Fig 1.1)
Il existe 4 niveaux structuraux qui permettent de décrire de façon détaillée cette
conformation (Fig 1.2) :
1. La structure primaire est la séquence d’acides aminés et les liens covalents qui les
lient ainsi que les ponts disulfures qui se forment entre deux cystéines.
2. La structure secondaire désigne les structures régulières adoptées par la chaîne
polypeptidique : hélice α et feuillet β .
Le diagramme de Ramachadran (Fig 1.3) permet de prédire quelles structures
secondaires seront préférentiellement choisies par un acide aminé. En effet, les
6Figure 1.3 – Diagramme de Ramachandran. L’axe des abscisses correspond à l’angle
φ (Cn−1-N-Cα -C) et l’axe des ordonnées à l’angle ψ(N-Cα -C-Nn+1). Ce diagramme
prend en compte les encombrement stériques et les répulsions électrostatiques qui vont
contraindre les angles φ et ψ à adopter uniquement certaines valeurs qui vont favoriser
certaines structures secondaire. Les structures décrites dans ce diagramme sont adoptées
par une séquence lorsque plusieurs de ces résidus appartiennent à une région identiﬁée
du diagramme. L’image a été modiﬁée et provient du livre de Horton et al. [24]
angles ψ et φ ne peuvent pas prendre n’importe quelle valeur à cause de l’en-
combrement stérique et des répulsions électrostatiques. On peut appliquer ce dia-
gramme sur tous les acides aminés sauf la glycine et la proline. On sait qu’une
structure décrite par l’une des régions va être adoptée lorsque plusieurs résidus
sont dans une région particulière du diagramme.
3. La structure tertiaire décrit l’organisation spatiale des différentes structures secon-
daires et l’orientation des chaînes latérales. Elle correspond à la structure tridi-
mensionnelle que va prendre la protéine sous la contrainte imposée par le regrou-
pement des régions hydrophobes. D’autres interactions peuvent s’ajouter pour sta-
7biliser la structure pour qu’elle adopte sa forme native.
4. La structure quaternaire s’applique pour les protéines composées de plusieurs
chaînes polypeptidiques et donne des informations sur l’organisation spatiale des
différentes chaînes les unes par rapport aux autres.
1.2 Les protéines amyloïdes
Les protéines amyloïdes regroupent une classe de protéines mépliées qui seraient im-
pliquées dans de nombreuses maladies neurodégénératives comme les maladies d’Alz-
heimer, de Parkinson, de Huntington. Nous tenterons ici de donner les informations
connues aux niveaux structurel et mécanistique, pour lesquelles les protéines amyloïdes
impliquées dans les amiloïdoses semblent partager des similitudes .
1.2.1 Structures
Figure 1.4 – Structure cross-β de GNNQQNY. a) ﬁgure montrant des brins parralèles
dans chaque feuillet et des feuillets antiparralèles les uns par rapport aux autres.(les
chaînes latérales sont représentées par des bâtons et des sphères). b) interdigitation des
chaînes latérales vu de côté (l’axe a). Cette ﬁgure provient de Nelson et al. [25]
8Les protéines amyloïdes sont des protéines mépliées qui, sous certaines conditions
physiologiques, forment des agrégats non solubles appelés ﬁbres amyloïdes [26]. De
nombreuses protéines, très différentes les unes des autres, rentrent dans cette catégorie
et semblent avoir les mêmes effets au niveau cellulaire. Pourtant une conformation com-
mune, la structure cross-β semble se démarquer et laisse présager que des structures
primaires très différentes peuvent mener à la formation de ﬁbres [5, 27–30]. Ceci est
conﬁrmé par des expériences dans lesquelles des oligomères provenant de différentes
protéines auraient tous une afﬁnité qui leur permet de se lier à un même anticorps [25].
Il existe peu d’information sur les détails de la structure des ﬁbres amyloïdes. Tou-
tefois, on sait qu’elles sont des structures ﬁlamenteuses d’une dizaine de nanomètres de
diamètre et de 0,1 à 10 micromètres de long. La structure cross-β , riche en feuillets β
semble être primordiale dans la structure ﬁbrillaire et se déﬁnit par des paires de feuillets
β dont les chaînes latérales se croisent par interdigitation dont l’axe de symétrie sera
perpendiculaire à l’axe de la ﬁbre (Fig 1.4). La nature même des ﬁbres est un déﬁ, car
on ne peut pas utiliser les techniques habituelles d’élucidation des structures, comme
la résonnance magnétique nucléaire (RMN) ou la cristallographie. Cependant, d’autres
techniques en passant par des mesures indirectes permettent de donner des informations
sur les ﬁbres [3, 31, 32]. L’observation des structures secondaires, comme les feuillets
β caractéristiques de la formation des ﬁbres amyloïdes, est donc devenue une bonne
alternative et a permis d’avoir certaines informations structurelles.
1.2.2 Mécanismes
Le mécanisme de formation des ﬁbres amyloïdes se fait par un phénomène de crois-
sance par nucléation qui peut être séparé en 3 phases. La première étape correspond à la
nucléation, qui est caractérisée par la formation de petits oligomères riches en feuillets β
qui vont se rassembler jusqu’à la formation d’un noyau critique. La durée de cette phase
peut varier selon la nature de la protéine. La deuxième phase permet la croissance du
noyau et la formation de protofobrile. Enﬁn, la réaction s’arrête lorqu’un équilibre est
atteint et qu’il ne reste plus assez de monomères pour se ﬁxer sur le noyau [8](Fig 1.5).
9Figure 1.5 – Mécanisme de ﬁbrillation. Croissance par nucléation en 3 étapes : la nu-
cléation, la croissance du noyau menant à la formation de protoﬁbrile. Enﬁn, arrêt de la
réaction lorqu’un équilibre est atteint. L’image provient de Waxman et al(2009) [8].
1.2.3 Toxicité et oligomères
L’étude des petits oligomères n’a pas toujours été centrale dans la course vers la
recherche de l’espèce responsable de la toxicité observée dans les amyloïdoses. Pour-
tant, depuis une dizaine d’années les chercheurs portent l’emphase sur l’étude des petits
oligomères, car ils semblent être responsables de la toxicité observée [9–13]. De nom-
breuses études semblent conﬁrmer l’hypothèse selon laquelle les oligomères formeraient
des pores sur les parois cellulaires provoquant un déséquilibre ionique qui serait respon-
sable de la mort cellulaire [33–35]. Les ﬁbres pourraient donc avoir un rôle bénéﬁque
car elle d’empêcheraient les petits oligomères solubles et toxiques de se propager dans
la cellule [13, 31].
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1.3 Choix du système : La région NAC de l’α-synucléine et Aβ1−40
Dans cette étude, nous avons choisi un fragment particulier de l’α-synucléine qui
semble être important dans la formation des ﬁbres amyloïdes présentes dans les cellules
nerveuses de patients atteints de la maladie de Parkinson [14–16]. Cette séquence est
aussi le deuxième élément constituant dans les ﬁbres amyloïdes impliquées dans la ma-
ladie d’Alzheimer. Dans cette partie, nous présenterons l’α-synucléine et l’Aβ1−40, en
justiﬁant les raisons qui nous ont motivé à choisir ces protéines amyloïdes pour tenter de
répondre à certains points de la problématique liée aux premières étapes d’oligomérisa-
tion.
1.3.1 La séquence NAC de l’α-synucléine
L’α-synucléine est une protéine présynaptique retrouvée dans la substance noire du
cerveau. On connait très peu sa fonction, mais les effets observés dans les maladies
neurodégénératives, comme la maladie de Parkinson permet d’émettre l’hypothèse selon
laquelle elle serait impliquée dans le transport de la dopamine. Lorsque cette protéine est
mépliée, elle subit des phénomènes de ﬁbrillation et d’agrégation à la suite desquels on
peut la retrouver sous forme de neurites et corps de Lewy dans le cerveau des patients.
Cette protéine est constituée de 140 acides aminés que l’on peut séparer en 3 régions. La
première est la région du N-terminal (1-60) dans laquelle on retrouve la séquence répétée
KTEKEGV. Elle a une forte propension à former des hélices amphiphatiques qui, par
déﬁnition, présentent tous leurs résidus hydrophobes d’un même côté de la structure et
sont caractéristiques des lipides liant les apolipoprotéines [36, 37]. La deuxième région
est la région du C-terminal (96-140), hautement chargée négativement avec plusieurs
résidus acides. D’une part, l’observation de la β -synucléine et de la γ-synucléine, dont
les régions C-terminales diffèrent de l’α-synucléine au niveau du nombre de résidus
hydrophobes et aussi de la charge, permettent de pressentir un lien entre ces deux facteurs
et la régulation de l’agrégation. D’autre part, la comparaison des taux d’agrégation de
l’α-synucléine et deux de ses mutations (A30P et A53T) [38–41] permet de constater
que les mutations réduisent l’hydrophobicité de la région et aussi sa capacité à former
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des hélices α et augmentent celle des feuillets β . Ainsi, même si ces mutations n’altèrent
pas la structure du monomère formé, elles vont affecter l’agrégation à cause de leur
implication dans la stabilisation des feuillets β [42]. Ainsi, nous pouvons constater que
les régions du N-terminal et du C-terminal servent de modulateurs et qu’il existe une
séquence minimale nécessaire pour la formation de ﬁbre qui se situe entre ces deux
régions.
Cette région est appelée la région NAC, Non-Amyloid β Component, et semble
avoir une importance cruciale dans le mécanisme d’agrégation et de ﬁbrillation de l’α-
synucléine à l’origine de dépôts retrouvés dans le cerveau des malades atteints de la ma-
ladie de Parkinson et aussi de façon minoritaire dans la maladie d’Alzheimer. Thompson
et al. vont dans le sens de mécanismes dans lesquels des régions d’au moins sept acides
aminés issuent de protéines amyloïdes pourraient sufﬁre à la ﬁbrillation[43]. Des cri-
tères comme la biréfringence verte observée par le microscope polarisé lorsque mis en
contact avec le rouge Congo, des structures ﬁbrillaires, rigides et ﬁnes sous microscope
électronique et la non-solubilité en milieu aqueux ont été choisis et vériﬁés par Iwai et
al. pour conﬁrmer la nature amyloïde de NAC [18]. Ils ont aussi observé que lorsque mis
en contact avec Aβ , le NAC n’intervient que dans la première partie du mécanisme sous
forme de noyau (Fig. 1.5).
Depuis de nombreuses années, l’emphase est mise sur la recherche de la plus pe-
tite séquence qui pourrait être responsable de la toxicité observée pour les oligomères
des protéines amyloïdes. Bodles et al. [9] se sont arrêtés sur la région 8-16 de NAC
et nuancent leurs résultats avec ceux d’autres chercheurs comme Giasson et et al.[44]
qui trouvent une région de douze acides aminés indispensables (71-82 correspondants à
NAC(10-21)) lorsqu’ils s’intéressent à l’α-synucléine au complet .
1.3.2 la séquence Aβ1−40 issue du clivage de la glycoprotéine Amyloid precursor
protein (APP)
Lors du clivage de la glycoprotéine APP par les α et β -secrétase, plusieurs pro-
duits de tailles différentes se forment. La protéine Aβ1−40 est le produit majoritaire de
cette réaction [13] et est plus étudiée expérimentalement que d’autres fragments comme
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Aβ1−42 qui est toxique. Il existe de nombreuses études numériques utilisant des mé-
thodes diverses aﬁn de parfaire la connaissance sur les petits oligomères de cette pro-
téine qui est impliquée de façon majoritaire dans les ﬁbres amyloïdes de la maladie
d’Alzheimer. Même si tous leurs résultats ne s’accordent pas on peut extraire quelques
informations. Par exemple, des études menées sur la région 21-30 de Aβ1−40 par RMN
[45] permettent de penser que la structure du monomère aura une forte tendance à for-
mer une boucle entre les résidus 24 et 28. Au niveau expérimental, l’étude du monomère
est devenue centrale depuis que l’on sait que l’on retrouve des oligomères aussi petits
que les dimères dans les ﬁbres amyloïdes de la maladie d’Alzheimer [46]. De plus, il
semblerait que les monomères réussissent à coexister avec les autres oligomères lors
de la polymérisation. Il semblerait que la région N-terminal soit très importante dans le
phénomène de ﬁbrillation. En effet, des mutations de cette région semblent affecter la
structure des monomères et le processus d’oligomérisation [47]. De nombreuses études
se sont aussi intéressées à différents fragments de Aβ , mais il en existe très peu qui ex-
plorent des éventuelles interactions entre NAC et Aβ1−40 alors que ces protéines sont
deux composantes importantes des ﬁbres amyloïdes retrouvées chez les patients atteints
de la maladie d’Alzheimer.
1.3.3 Problématiques
Nous venons de souligner l’importance de l’α-synucléine et d’Aβ1−40 dans deux
grandes maladies neurodégénératives très répandues. La recherche numérique qui s’est
pourtant intéressée de près à d’autres protéines amyloïdes semble s’être moins intéressée
à la région NAC de l’α-synucléine. De plus, malgré le fait que NAC et Aβ1−40 soient
retrouvées dans la maladie d’Alzheimer, il est étonnant que très peu d’intérêt soit porté
sur les particularités structurelles et mécanistiques d’oligomères hétérogènes combinant
ces deux protéines . En faisant des simulations numériques mettant en jeu des petits
oligomères de NAC et de Aβ1−40 nous tenterons de répondre à certaines questions :
Peut-on identiﬁer des structures primaires ou séquences d’intérêt de NAC, favorisant
la formation de structures secondaires caractéristiques de la ﬁbrillation ? Y a-t-il alors
des particularités observées sur les structures adoptées au niveau tertiaire et secondaire ?
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Peut-on généraliser et vériﬁer les hypothèses mécanistiques avancées pour NAC dans des
oligomères homogènes en l’introduisant dans des oligomères hétérogènes dans lesquels
elle est mise en contact avec Aβ1−40 ?
CHAPITRE 2
MÉTHODOLOGIE
Au cours des dernières années, l’attention des chercheurs s’est portée vers les pre-
mières étapes d’agrégation et la formation d’oligomères semblant être encore plus toxiques
que les ﬁbres. Les mécanismes d’assemblage de ces protéines sont complexes et leur na-
ture hors-équilibre rend les études expérimentales très difﬁciles. Dans ces conditions,
il est utile de se tourner vers la simulation numérique pour essayer de comprendre la
dynamique des premières étapes d’oligomérisation.
Ici, nous nous concentrons sur le monomère, le dimère et le trimère de l’α-synucléine,
une protéine associée à la maladie de Parkinson, et les interactions qui ont lieu lors-
qu’on la met en présence des premiers oligomères de la protéine Aβ1−40. Combinant
des méthodes de dynamique moléculaire avec répliques, optimisées dans notre groupe,
à un potentiel gros-grain, OPEP, nous nous intéressons au rôle des divers acides ami-
nés caractérisant les structures secondaires et regroupons l’ensemble des conﬁgurations
selon leurs ressemblances à ce niveau. Nous décrivons en quelques mots les principes
des outils numériques utilisés ainsi que certains des outils d’analyse, en soulignant leurs
avantages mais aussi leurs limites.
2.1 OPEP- Optimized Potential for efﬁcient protein prediction
Un champ de force est un ensemble de fonctions d’énergie potentielle, complété
par des paramètres numériques expérimentaux, qui permet de décrire la structure de
l’énergie potentielle d’un système. Habituellement, un champ de force est construit et
utilisé dans le cadre de l’approximation de Born Oppenheimer. Elle permet de séparer
la dynamique des noyaux et des électrons, ce qui permet de traiter de façon classique la
dynamique des noyaux et de supposer que les électrons sont en constante équilibre avec
le mouvement des noyaux. On peut obtenir la surface d’énergie potentielle des noyaux
en résolvant l’équation de Schrodinger électronique seulement. Cette surface d’énergie
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potentielle est traitée de façon effective dans un champ de force. Ainsi, des calculs quan-
tiques permettent d’établir des paramètres et fonctions d’énergie potentielles, qui seront
ajustées grâce aux mesures expérimentales effectuées dans les zones thermodynamiques
d’intérêt.Une alternative consiste à considérer que les termes d’énergie potentielle intra-
moléculaire peuvent etre modélisés en utilisant l’approximation harmonique : la struc-
ture moléculaire est composé de billes et de ressort associés à des fonctions potentielles.
La somme de ces fonctions est exprimée sous la forme d’un champ de force. Dans ce
cas, le champs de force est constitué de fonctions d’énergie potentielle qui décrivent
les interactions entre atomes liés et non-liés (équation 2.1)(Méthode empirique). C’est
le cas du champ de force utilisé dans ce mémoire, OPEP, qui nous permet d’observer
l’évolution des structures secondaires pour des oligomères allant jusqu’au trimère de la
région NAC de l’α-synucléine et de la protéine Aβ1−40. Ce potentiel gros-grain, basé sur
un modèle simpliﬁé dans lequel les résidus sont représentés par une bille, entraine une
perte de la résolution. Cependant, une telle modélisation permet de diminuer le temps
computationnel lié aux calculs de potentiel faisant intervenir les termes de paires du
système (équation2.8). De plus, il a déjà été beaucoup utilisé dans les dernières années
couplé à différents outils numériques [48–51] sur diverses protéines amyloïdes [52–
61]. Ces études ont donc prouvé la pertinence de l’utilisation d’OPEP dans l’étude des
phénomènes liés au repliement des protéines amyloïdes.
2.1.1 Description du potentiel
Dans le potentiel gros-grain OPEP, les acides aminés qui composent la structure pri-
maire d’une protéine sont représentés sous forme de 6 billes : 5 pour les atomes de
la chaîne principale, N, H, C, O, Cα communs à tous les acides aminés et une der-
nière bille qui correspond à la chaîne latérale, sauf pour la proline. La géométrie et le
rayon de van der Waals de la bille qui est identiﬁé à la chaîne latérale sont ﬁxés grâce
à un échantillonnage représentatif de diverses structures (Fig.2.1). Globalement, la fa-
çon dont ces billes seront placées les unes par rapport aux autres prendra en compte la
longueur des liens, l’angle entre les atomes ainsi que les angles dièdres [62]. Comme de
nombreuses réactions chimiques et biologiques, celles que nous avons étudiées ont lieu
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Figure 2.1 – Représentation de la leucine en modèle tout-atome et gros grain OPEP
(Optimized Potential for efﬁcient protein prediction). Avec le potentiel OPEP, les acides
aminés composant la structure primaire d’une protéine sont représentés sous forme de 6
billes : 5 pour les atomes N, H, C, O,Cα qui constituent la chaîne principale et une der-
nière bille correspondant à la chaîne latérale, sauf pour la proline. Les carbones, azotes,
hydrogènes et oxygènes sont représentés respectivement par des billes, noires, vertes,
blanches et rouges dans les deux modèles. Une bille rose représente la chaîne latérale de
la structure obtenue par OPEP.
dans un solvant aqueux. Il faut donc prendre en compte les effets dynamiques de l’eau
qui contribue à la stabilisation des protéines. En effet, pour des molécules amphiphiles
qui possèdent à la fois des groupes polaires et apolaires comme les protéines, il y a so-
lubilité lorsque la structure tertiaire permet de mettre les résidus polaires à l’extérieur et
de former des poches hydrophobes, inaccessibles au solvant, à l’intérieur. Il existe deux
façons de représenter l’eau : de manière explicite, par des boites périodiques entourant
la molécule d’intérêt et en y rajoutant des molécules d’eau aﬁn de représenter la densité
du solvant. De manière implicite, avec un solvant considéré comme une perturbation de
nature diélectrique caractérisée par sa constante diélectrique. La représentation impli-
cite du solvant permet de réduire la taille du système et d’accélérer l’échantillonnage
des différentes structures en négligeant les frottements qui ont lieu avec le solvant. Par
exemple, un phénomène qui prend 1 μs avec un solvant explicite peut ne prendre que 10
ns avec un solvant implicite [63].
L’énergie du système sera donnée par la somme des interactions covalentes, non liées
et des ponts hydrogène :
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E= Elocal +Enon−liant +EHB (2.1)
Les énergies locales, Elocal , prennent en compte les forces associées aux déforma-
tions des longueurs et des angles des liaisons covalentes ainsi que les forces reliées aux
torsions et torsions impropres des chaînes principales et latérales :
Elocal =wb ∑
liens
kb(r−req)2+wa ∑
angles
kα(α−αeq)2+wΩ ∑
imp−tor
kΩ(Ωeq)2+Eφ ,ψ (2.2)
où r, α et Ω sont les valeurs de longueurs de liaisons, d’angles et de torsions hors équi-
libre. L’indice "eq" correspond aux même paramètre pris à l’équilibre. kb, kα et kΩ sont
les constantes de forces qui traduisent la rigidité des liaisons, angles et torsions. Les
valeurs à l’équilibre et les constantes de forces de la chaînes principale sont tirées du po-
tentiel AMBER [63] et celles associées à la chaîne latérale sont très similaires à celles
d’AMBER. wb, wa et wΩ sont des poids attribués aux composantes énergétiques aﬁn
d’assurer un bon équilibre entre les forces de courte et de longue portée[48].
Eφ ,ψ = wφ ,ψ(∑
φ
Eφ +∑
ψ
Eψ) (2.3)
Les termes Eφ et Eψ permettent de s’assurer que les angles dièdres que vont adopter
les structures générées par OPEP soient représentatifs des structures favorisées dans le
diagramme de Ramachandran (Fig. 1.3) :
Eφ = kφψ(φ −φ0)2 (2.4)
Eψ = kφψ(ψ −ψ0)2 (2.5)
où kφψ est une constante de force. φ0 = φ si φ appartient à l’interval [ φin f : φsup ] et φ0 =
min(φ -φin f ;φ -φsup ) autrement, avec φin f =−160◦ et φsup =−60◦. Les mêmes critères
sont appliqués pour les angles ψ , avec ψin f =−60◦ et ψsup = 160◦.
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Les énergies non-liantes, Enon−liant , sont données par :
Enon−liant = w1,4∑
1,4
EVdW +wCα−Cα ∑
Cα−Cα
EVdW +w1>4 ∑
S′,S′
EVdW (2.6)
+w1>4 ∑
S′,Cα
EVdW +w1>4 ∑
S′,Cα
EVdW +w1>4∑
R,R
EVdW (2.7)
L’indice 1,4 représente les interactions 1-4 à courte portée, qui font le lien entre les
atomes aux extrémités d’un angle dièdre, "S’" et "R", représentent respectivement les
fonctions amine et carboxyle de la chaîne principale et la chaîne latérale des acides
aminés. Les atomes pour lesquels j > i+ 4 sont considérés comme des interactions à
longue portée et identiﬁés par l’indice 1 > 4. Le terme EVdW est donné par :
Ewdw = εi j((
r0i j
ri j
)12−2(r
0
i j
ri j
)6)H(εi j)− (
r0i j
ri j
)6H(−εi j) (2.8)
H(x)= 1 si x ≥ 0 et H(x)= 0 si x < 0, ri j est la distance entre les particules i et j, r0i j
est la moyenne des rayons de Van der Waals de i et j. Pour les particules de la chaîne
principale r0N = 1,75 Å, r
0
H = 1,00 Å, r
0
Cα = 2,385Å, r
0
C = 1,85 Ået r
0
O = 1,60 Å. Les
valeurs des rayons de la chaîne latérale peuvent être retrouvées dans une table (ref article
OPEP). Pour des interactions qui n’ont pas lieu entre deux chaînes latérales, H(x)= 1 et
un potentiel 12-6 sont utilisés. Pour les chaînes latérales hydrophobes ou de charges
contraires, H(x)= 1 et on garde le potentiel 12-6. Dans tout les autres cas, H(x)= 0 et un
potentiel -6 répulsif sont utilisés. Les coefﬁcients εi j prennent différentes valeurs selon
la nature des deux particules impliquées.
Enﬁn, le potentiel pour les liaisons hydrogène comprend un terme pour les intégra-
tions à deux corps EHB1 et un terme pour les interactions à 4 corps qui prend en compte
la coopérativité des liaisons hydrogène EHB2 :
EHB = EHB1+EHB2 (2.9)
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EHB1 = whb1−4 ∑
bonds
εhb1−4μ(ri j)v(αi j)+whb1>4 ∑
bonds
εhbl>4μ(ri j)v(αi j) (2.10)
où
μ(ri j) = 5(
σ
ri j
)12−6( σ
ri j
)10 (2.11)
v(αi j) = cos2 αi j si αi j > 90o , 0 sinon (2.12)
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Figure 2.2 – Paramètres pour Δ(i jkl)=1. a) Représentation d’une hélice α et de deux
ponts hydrogène H1 et H2. b) Le pont hydrogène H1 relie l’hydrogène de l’amide de
l’acide aminé i et l’oxygène du carbonyle de l’acide amine j = i+4. Le pont hydrogène
H2 relie l’hydrogène de l’amide de l’acide amine k = i+ 1 et l’oxygène du carbonyle
de l’acide amine l = k+ 4 ce qui correspond aussi à l = j+ 1. Les carbonyle sont en
gris, lesCα en noir et les amides en bleu. Le carré noir délimite ce qui compose un acide
aminé et les traits noirs les deux ponts hydrogène qui sont en pointillés en jaune sur la
ﬁgure a). Les images ont été modiﬁées et proviennent du livre de Horton et al [24]
La somme se fait sur tout les résidus i et j pour lesquels j ≥ i+4, ri j est la distance
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Figure 2.3 – Paramètres pour Δ′(i jkl)=1 . a) Les paramètres (k, l) = (i+ 2, j+ 2) dé-
crivent les feuillets β -parallèles. b) Les paramètres (k, l) = (i+ 2, j− 2) décrivent les
feuillets β anti-parallèles. Les images ont été modiﬁées et proviennent du livre de Hor-
ton et al [24]
O...H du pont hydrogène qui se fait entre l’oxygène du carbonyle et l’hydrogène de
l’amide, αi j est l’angle NHO et σ la valeur à l’équilibre de la distance O...H (1,8 Å). les
paramètres εhb1−4 et εhbl>4 représentent les liaisons hydrogène de courte (helices α) et
de longue portées (feuillet β ).
Le calcul de coopérativité fait état de la formation des hélices α et des feuillets β à
travers deux termes :
EHB2 = EHB2α +EHB2β (2.13)
EHB2α = ∑
bonds
εcoopα exp(−12(ri j−σ)
2)exp((−1
2
(rkl −σ)2)×Δ(i jkl) (2.14)
EHB2β = ∑
bonds
εcoopβ exp(−
1
2
(ri j−σ)2)exp(−12(rkl −σ)
2)×Δ′(i jkl) (2.15)
Le paramètre Δ(i jkl) prendra comme valeur 1 si (k, l) = (i+1,j+1) et (j=i+4, l=k+4)
21
(Fig. 2.2), dans les autres cas ce paramètre sera égal à zéro. Ainsi, les hélices π ne
sont pas stabilisées. Le paramètre Δ′(i jkl) est égal à 1 si (k, l) = (i+2, j-2) ou (i+2,
j+2) (Fig. 2.3) et sera nul dans les autres cas. Ces conditions permettent d’aider à la
stabilisation des hélices α et des feuillets β parallèles et anti-parrallèles, sans prendre
en compte l’angle dièdre entre φ et ψ . Il s’applique aussi à tout segment respectant les
conditions imposées pour i, j, k et l.
2.1.2 Quelques champs de force
Il existe de nombreux champs de forces et chacun on leur spéciﬁcité. la façon dont les
différentes interactions vont être représentées va déterminer sur quelle genre de molécule
il va être appliqué.
• Le champ ab initio, MM2, permet de traiter séparément les système avec des élec-
trons π et ceux avec les électrons σ . La méthode SCF (Self-Consistent Field),
semi-empirique, est utilisé pour les système π et la mécanique moléculaire sur
les système σ . En général, ce sont plutôt les chimistes organiciens qui utilise ce
champs de force, car il a été développé pour les hydrocarbures [64]. Les versions
améliorées MM3 [65] et MM4 [66] permettent de simuler des molécules orga-
niques de plus en plus complexes. MMFF94 est un champs de force de classe 2, il
prend en compte des termes croisés aﬁn de tenir compte d’interactions mixtes. Il
est utilisé dans l’étude de conformations de petites molécules organiques en phase
gaz. Très mauvais pour la phase condensée ou pour calculer les interactions inter-
moléculaires. Il est très utilisé dans l’industrie pharmaceutique pour effectuer des
analyses conformationnelles. [71].
• Gromos (Groningen Molecular Simulation Program Package) permet d’observer
les interactions entre les molécules d’eau et les groupements polaires des protéines
et est donc souvent utilisé pour l’étude des biomolécules en milieux aqueux [67].
• AMBER (Asociated Model Building with Energy Reﬁnement). Ce champ de force
utilise les coordonnées cartésiennes des atomes de la molécule et les paramètres
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qui y sont utilisés sont issues de calculs ab initio sur des molécules modèles re-
groupés dans une bibliothèque déﬁnie dans le programme. Il possède un mode
"united atoms" dans lequel on ne considère pas les hydrogènes non-polaire. L’autre
mode est le tout-atome et utilise des paramètres détaillés prenant en compte les
charges pour chacun des acides aminés [70]. OPLS (Optimized Potentials for
liquid simulations) optimise le potentiel qui décrit les propriété de solvatation
et est compatible avec les TIP4P, TIP3P et SPC (modèle de l’eau). L’étirement
des liens, les angles de ﬂexions et les torsions sont modélisés d’après le champ
de force AMBER dans son mode "united-atom" [68]. CHARMM (Chemistry at
HARvard Macromolecular Mechanics) se spécialise dans les calculs concernant
les biomolécules, en particulier, les aminoacides et et protéines et est semblable à
AMBER [69].
2.1.3 Avantages du potentiel OPEP
Le champs de force est choisi en fonction de la nature de la molécule mais aussi des
paramètres qui seront importants lors de l’analyse des résultats. En réduisant le nombre
d’interactions à calculer par diminution du nombre de centres, le potentiel OPEP permet
de diminuer le coût numérique lié au calcul des forces. Ceci permet de simuler des
systèmes plus gros, mais aussi d’atteindre des temps de simulation plus représentatifs au
niveau expérimental. De même, il a été démontré que la formation des ﬁbres amyloïdes
était souvent précédée et sûrement favorisée par l’augmentation des feuillets β . Ainsi,
malgré les simpliﬁcations au niveau des chaînes latérales, le fait que le potentiel prenne
en compte la capacité des résidus à former des hélices α et des feuillets β est un atout
majeur dans l’étude des protéines amyloïdes. De plus, il a déjà beaucoup été utilisé pour
diverses protéines amyloïdes. [52–61]
2.1.4 Limites du potentiel OPEP
La modélisation OPEP est un frein dans l’étude de plus gros oligomères, dans la-
quelle on tenterait d’élucider le mécanisme de grosses structures faisant intervenir les
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chaînes latérales, comme les motifs d’interdigitation stabilisant les structures cross-β
dans les ﬁbres amyloïdes (Fig.1.4). Il peut arriver que la viscosité de l’eau ou son effet
sur certains résidus chargés jouent un rôle central dans le mécanisme de repliement d’une
protéine ; dans ces cas-là, la représentation explicite du solvant permettrait de reproduire
les effets de telles interactions. Notre étude, concernant uniquement les premières étapes
d’agrégation, n’est pas affectée par ces limitations et permet donc de former une struc-
ture primaire que nous pourrons soumettre à la dynamique moléculaire et pour laquelle
nous pourrons examiner les structures secondaires, tertiaires et quaternaires avec divers
outils d’analyse.
2.2 La dynamique moléculaire
La dynamique moléculaire est une méthode numérique qui permet de suivre l’évo-
lution d’une structure en fonction du temps. En appliquant les principes fondamentaux
de la dynamique à chaque élément d’un système étudié, nous obtenons des équations de
trajectoire découlant de l’intégration de la deuxième loi de Newton :
∑
i= j
−→
Fi (−→r j ) = mj−→a j (2.16)
où
−→
Fi sont les forces extérieurs exercées sur le système j par la particule i lorsque i = j ,
r j la position de j, mj la masse et −→a j l’accélération du centre d’inertie de la particule j.
La trajectoire globale de la molécule ainsi obtenue donne des informations sur les
propriétés dynamiques et statiques du système étudié. Dans l’étude des première étapes
d’agrégation des protéines amyloïdes, nous cherchons d’une part à connaître les dé-
placements des acides aminés d’une protéine, mais aussi les déplacements de chacun
des oligomères les uns par rapport aux autres. Ainsi la dynamique moléculaire semble
appropriée pour l’étude des déplacements des petits oligomères de la région NAC de
l’α-synucléine et la protéine Aβ1−40 sur les échelles de temps qui nous intéressent.
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2.2.1 Description de la dynamique moléculaire
Après avoir transformé la structure initiale en format OPEP, on place celle-ci dans
une sphère. Cette dernière à une taille différente selon la taille de l’oligomère. Cette
sphère impose des conditions aux frontières réﬂéchissantes : un monomère qui sortant
de la sphère sera repoussé vers le centre par l’inversion de la composante axiale de sa
vitesse. Une telle approche est approprié ici par qu’il n’y a pas de solvant explicite et
que nous nous sommes intéressés aux propriétés d’oligomères dont la taille est bien en
dessous de celle de la sphère.
Au début d’une dynamique moléculaire, une protéine est d’abord soumise à une
minimisation : cette étape permet de rectiﬁer et relaxer les liens, angles et contacts qui
auraient pu être affectés par les contraintes imposées par OPEP lors de la simpliﬁcation
de la structure. La dynamique moléculaire amortie permet de faire des minimisations
tout au long de la simulation. La structure minimisée est ensuite thermalisée. Cela se fait
en 10 étapes de 10000 pas pendant lesquels la température doit atteindre une valeur cible
déterminée par la distribution de vitesse qui suit la distribution de Maxwell-Boltzmann
et respecte la condition :
<vi >2=
kBT
mi
(2.17)
où vi est la vitesse moyenne de la particule i, kB la constante de Boltzmann, T la tempé-
rature et mi la masse de la particule i.
Cette simulation se fait, comme on l’a dit, en intégrant les équations de Newton.
Nous utilisons ici l’algorithme "Verlet Vitesse" [72], qui exige peu de stockage tout en
assurant une bonne préservation de l’énergie total du système. En tout temps t lorsqu’on
avance dans le temps d’un pas Δt :
ri(t+Δt) = ri(t)+ vi(t)Δt+
1
2
Δt2
Fi(t)
mi
(2.18)
vi(t+Δt) = vi(t)+
Fi(t)+Fi(t+T )
2mi
Δt (2.19)
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Fi(t) et Fi(t +Δt) sont respectivement l’ancienne et la nouvelle force qui s’appliquent
sur l’élément i suivant le potentiel OPEP. ri(t+Δt) est la nouvelle position après temps
t+Δt et ri(t) l’ancienne. De même pour les vitesse vi(t+Δt) et vi(t).
Aﬁn de faciliter la stabilité de la trajectoire et de permettre de plus grands pas d’inté-
gration, nous avons combiné "Verlet vitesse" à RATTLE[73]. À chaque itération, l’algo-
rhitme applique une correction à chaques paire d’atomes contraints, permettant d’impo-
ser la distance à l’équilibre pour les forces harmoniques. Une contrainte sur les vitesses
des atomes d’hydrogène, qui vise à permettre des pas d’intégration plus grands, est aussi
imposée et n’affecte pas sensiblement la dynamique du système. D’ailleurs le choix du
temps d’intégration est primordial : avec un pas trop court, la simulation ne converge
pas et l’espace des phases n’est pas bien exploré. Avec un pas trop grand, le système
est instable. Pour s’assurer que la trajectoire soit bien physique et que l’intégration soit
stable, il faut prendre un pas de temps plus petit que la fréquence de vibration la plus
haute du sytème. Ce qui donne, avec la correction sur l’hydrogène discutée ci-haut, un
pas de temps de l’ordre de quelques fs. Le pas de temps de nos simulations est de 1,5 fs
et respecte donc l’ordre de grandeur imposé pour avoir un système sur lequel ont peut
appliquer les intégrateurs. Le couplage à un bain de Berendsen permet de garder une tem-
pérature constante lors des changements de vitesse, en ajoutant un terme supplémentaire
qui contrôle le taux de relaxation du couplage du bain aux équations de mouvement [74]
.
2.2.2 Avantages et limites de la dynamique moléculaire
Cette technique permet d’avoir un suivi temporel de l’évolution d’un système. De
plus, elle suit un échantillonage selon Boltzmann. On peut déplacer temporairement
vers le haut une barrière de potentiel aﬁn de trouver dans l’espace une meilleur région
énergetique. Toutefois, on observer les limites de la dynamique moléculaire lorsque des
barrières de l’ordre de quelques kBT doivent être franchies. Les avantages de la méthode
utilisée ici résident aussi dans le choix d’algorithme approprié à l’étude des protéines
amyloïdes. Ainsi la méthode d’intégration "Verlet vitesse" a été choisie du fait de sa sta-
bilité et de sa réversibilité au niveau temporel. De plus, le fait qu’elle n’ait besoin que
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d’une seule génération de positions, vitesses et forces pour passer au pas suivant permet
un gain de mémoire. De son côté, le bain thermique de Berendsen est une technique
facile à implémenter et permet de maintenir de façon efﬁcace une température voulue
jusqu’a l’équilibre.
Les algorithmes utilisés peuvent aussi avoir des limitations qui viennent nuancer les
effets positifs de leur utilisation sur le système. Par exemple, le bain de Berendsen [74]
impose des corrections sur la température et limite les ﬂuctuations d’énergie cinétique
qui devraient avoir lieu dans un système canonique, correspondant à un système main-
tenant à température constante. La trajectoire résultante n’est donc pas, formellement,
physique. Toutefois, la stabilité de l’algorithme est un avantage important qui l’emporte
sur cette limite dont l’effet réel sur des systèmes tels qu’étudiés ici est négligeable. C’est
pourquoi le couplage au bain Berendsen est encore beaucoup utilisé dans la commu-
nauté, même avec des codes tout-atomes disposant d’algorithmes alternatifs [75–77].
2.2.3 Échange de répliques en dynamiques moléculaires :HT-REMD
L’échange de répliques permet d’atteindre des minima plus bas mais aussi de dé-
bloquer les conformations qui n’arrivent pas à franchir certaines barrières énergetiques
en dynamique moléculaire simple. Ainsi, le fait que les trajectoires puissent visiter des
hautes et des basses température autorise une certaine ﬂexibilité et permet de mettre
l’emphase sur les proprietés thermodynamiques du système. Aﬁn de faire l’échange
de réplique on utilise la méthode Monte Carlo. En dépit de ses avantages favorisant
un meilleur échantillonage, cette approche détruit les trajectoires temporelles. La HT-
REMD est un hybride de Temperature replica exchange (T-REMD ) et Hamiltonian
replica exchange (H-REMD) [52] qui va chercher les conformations bloquées dans des
minima locaux de la fonction d’énergie générées lors du repliement. Pour la T-REMD,
plusieurs simulations sont lancées en parallèles à des températures différentes. A inter-
valles de temps réguliers, tous les 5000 pas, il peut y avoir un échange de température
entre deux trajectoires adjacentes thermiquement avec une probabilité décrite par [52]
(Fig. 2.4) :
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Figure 2.4 – Schématisation de l’échange de répliques en dynamique moléculaire : Aﬁn
de déterminer si l’échange aura lieu, on compare les probabilités de Boltzmann d’avoir
la conﬁguration i à Ti et la conﬁguration j à Tj avec celle où les températures sont in-
versées. Si le rapport de la probabilité du deuxième est plus grand que 1, on accepte
toujours l’échange. Sinon, on accepte avec une probabilité p, en comparant ce rapport à
un nombre aléatoire n entre 0 et 1. Si le rapport est plus petit que n alors l’échange est
accepté.
p(i, j) = min
{
1.0,exp
[(
1
kBTi
− 1
kBTj
)
(Ei−Ej)
]}
(2.20)
Ensuite en restant à la température la plus haute, la H-REMD consiste à réduire
progressivement les forces d’attractions non-liées est appliquée. On dénature la protéines
aﬁn d’aller explorer des niveaux d’énergie encore plus bas. C’est un peu comme si on
déplacait les atomes qui composent la molécule en la dépliant aﬁn de voir si elle adopte
des nouvelles conformations lors de son repliement.
Avec les dynamiques moléculaires d’échange de réplique, La distribution et le nombre
de températures est très important. Au point de fusion, où l’énergie potentielle varie su-
bitement, il faut que les températures soit rapprochées aﬁn de favoriser les échanges de
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réplique et s’assurer que l’échantillonage reste uniforme. De telles précautions, assurent
un certain recouvrement des énergies, et empêchent que certaines conﬁgurations restent
bloquées dans un minimum local.
2.3 Les outils d’analyses
Notre but en faisant l’étude des premières étapes d’agrégation des protéines amy-
loïdes était de trouver des structures et des régions d’acides aminés qui favorisent leur
formation. Ainsi, lors de l’analyse, nous cherchons tout d’abord le domaine de conver-
gence grâce à une analyse thermodynamique du système (PTWHAM) [78]. À la tempé-
rature correspondant aux conditions physiologiques (298 K), nous nous focalisons sur
l’observation de la distribution des structures secondaires (STRIDE) [79] par rapport
aux résidus et les différents contacts entre acide aminés responsable de leurs cohésions.
Enﬁn les structures en 3D sont rassemblées selon leur ressemblance au niveau structu-
rel sous forme de regroupement qui permettront d’extraire des informations visuelles
indiquant quelles sont les structures tertiaires et quaternaires les plus fréquentes lors du
rassemblement des oligomères.
2.3.1 Le domaine de convergence
Tout d’abord, nous cherchons le domaine de convergence. Ceci nous permet de ré-
duire l’intervalle d’étude sur une portion de temps ou le système est équilibré. En effet
avant la convergence les changements structuraux ne sont pas représentatifs du système.
Aﬁn de redéﬁnir l’intervalle nous observons l’entropie. Cette fonction dépendante de la
température traduit le degré d’organisation d’un système. La convergence du système
correspond au moment à partir duquel l’entropie sera indépendante du temps. Pour cela
on trace différentes courbes de l’entropie en fonction de la température sur différents
intervalles de temps que l’on met sur le même graphique. On sait que le système a
convergé quand les courbes sont superposables. Aﬁn d’avoir accès aux données thermo-
dynamiques d’un système simulé par dynamique moléculaire d’échange de répliques,
nous devons utiliser des méthodes d’analyse statistique. Ces dernières sont indispen-
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sables à une analyse de données provenant de systèmes indépendants et certaines ont été
adaptées pour des systèmes qui ne sont pas totalement indépendants car ils échangent
des conﬁgurations comme en T-REMD. Notre choix s’est porté sur l’analyse des his-
togrammes par assignation de poids pour un système de répliques (PTWHAM). PTW-
HAM [78] est une variante de WHAM [80], qui avait été prévue au départ pour combi-
ner les données provenant d’échantillons indépendants formant un ensemble canonique.
PTWHAM conserve les hypothèses utilisées dans WHAM mais peut être appliquée sur
des ensembles non indépendants comme des séries réalisés par échanges de répliques.
Lorsque les simulations sont indépendantes, on peut tracer des histogrammes de densité
de probabilité des conformations pour chacune d’elles, dans lesquelles on aura la den-
sité de probabilité en ordonnées et la donnée thermodynamiques par rapport à laquelle
ont observe le système (entropie, rayon de gyration,etc) en abscisse. On normalise les
densités provenant des différentes simulations, puis on les somme pour construire un
autre diagramme qui prend en compte l’ensemble des simulations. Aﬁn de simuler nos
systèmes certains biais sont introduits et cette méthode nous donne l’occasion d’enlever
la contribution des contraintes dans la répartition des données. Les calculs de WHAM
permettent en premier lieu d’avoir l’énergie libre grâce à sa relation avec la fonction de
partition : en physique statistique, une fonction de partition réuni toutes les propriétés
statistiques d’un système à l’équilibre thermodynamique.
A(x) =−kbT ln(Z(x)) (2.21)
où A est l’énergie libre du sytème non-biaisé, kb la constante de Boltzman et Z la fonction
de partition. Ainsi pour une simulation :
A(x) =−kbT lnP′(x)−U ′(x)+F (2.22)
où P’(x) est la meilleure estimation de la probabilité de distribution non biaisée, U’(x)
l’énergie libre biaisée et F l’énergie libre lorque le biais est enlevé. Concrètement deux
équations sont résolues par itération dans WHAM.
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P(x) =
∑
i=1,Nsim
ni(x)
∑
i=1,Nsim
Ni(x)exp([Fi-Ubiais,i(x)]/kBT )
(2.23)
Fi =−kBT ln(∑
xbins
P(x)exp[−Ubiais,i(x)/kBT ]) (2.24)
N est le nombre de simulations, ni(x) est le nombre de divisions observe dans l’histo-
gramme associée au paramètre x, Ubiais,i est le potentiel biaisé, Fi le déplacement en
énergie libre pour la simulation i, P(x) la meilleure estimation de la probabilité de distri-
bution sans le biais.
Par la suite on obtient l’entropie et la chaleur spéciﬁque (énergie nécessaire pour
faire augmenter la température de 1K par unite massique) grâce aux relations.
F =U −TS (2.25)
et
Cv =
1
m
∂U
∂T
(2.26)
où F est l’énergie libre, U est l’énergie potentielle du sytème, T la température et S
l’entropie.
2.3.2 Suivi de l’évolution des structures secondaires
Aﬁn de suivre l’évolution des structures secondaires entre les oligomères, nous avons
utilisé STRIDE [79]. C’est un algorithme qui déﬁnis les structures secondaires. Il part
des coordonnées atomiques et combine l’utilisation de l’énergie des liens hydrogènes
aux informations statistiques concernant les angles de torsions. L’énergie des pont hy-
drogènes Ehb est calculée en utilisant des fonctions empiriques provenant d’analyse des
données experimentales concernant la géométrie des liens hydrogénes dans la structure
cristalline de polypeptides, peptides amino-acides et de petits composés organiques :
Ehb = Er×Et ×Ep (2.27)
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Er dépend de la distance du lien hydrogène et Et et Ep sont des propriétés directionnelles.
Les détails des paramètres de ces fonctions d’énergie sont donnés par Frishmann et al.
Ils ont aussi déﬁnis les conditions que doivent remplir les résidus pour être identiﬁés
comme une helice α ou un feuillet β . Ces conditions prennent en compte les critères
déterminés pour l’énergie des lien hydrogène mais surtout les probabilités d’un résidu
d’être identiﬁé comme une hélice α ou un feuillet β selon ses contraintes sur les angles
φ et ψ qui correspondent à ces structures sur le diagrammes de Ramachadran.
Grâce a STRIDE, nous pouvons tracer des graphiques sur lesquels apparaissent le
pourcentage de structure secondaire en fonction des résidus. Ce graphique donne une
moyenne des régions d’acides aminés pour lesquelles on observe des feuillets β et des
hélices α . Lorsque l’on met sur un même graphique les courbes des pourcentages en hé-
lices α ou en feuillets β des trois oligomères, on a une bonne idée de comment évoluent
ces structures secondaires en moyenne lors des étapes d’oligomérisation.
2.3.3 Les contacts
Pour avoir plus de détails sur les contacts exacts responsables de la stabilisation et
de l’apparition des structutures secondaires, on trace des cartes de contacts. On consi-
dère qu’il y a des contacts entre deux acides aminés, lorsque les billes représentant les
chaînes latérales sont séparées d’une distance qui est plus petite que la somme de leurs
rayons de Van Der Walls à laquelle on rajoute 0,5 Å. Les cartes possèdent en abcsisse et
en ordonnée les numéros des résidus et le pourcentage avec lequel un contact est présent
sur l’ensemble des structures de l’intervalle est donné par des couleurs. Elles vont du
noir lorqu’aucune structures ne présentent le contact au blanc lorsque le contact est dans
toute les conformations. De plus, pour le dimère et le trimère, on distingue les contacts
interchaînes des contacts intrachaînes. Les cartes de contacts interchaînes donnent des
informations sur l’organisation des structures secondaires les unes par rapport aux autres
et leurs orientation (structures tertiaire). Les cartes de contacts intrachaînes donnent ac-
cès à l’organisation tridimensionnelle des chaînes et des structures secondaires qui les
composent.
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2.3.4 Rassemblement de structures semblables
Le rassemblement de structures semblables ou clustering se fait en utilisant l’écart
quadratique moyen, RMSD (root-mean-square deviation) et en suivant la procédure de
Daura [81] qui consiste à trouver le groupe de structure similaires le plus peuplé avec
une RMSD de 2,5 Å et de déplacer les conﬁgurations qui répondent à ce critère dans
un groupe. Les structures de ce groupe sont séparées du reste des conﬁgurations et la
même procédure est appliquée de nouveau aux conﬁgurations restantes. Il faut faire cela
tant qu’il reste des conﬁgurations. Les centres ou structures les plus représentatives d’un
groupe sont choisis aﬁn d’avoir une idée de l’organisation spatiale des structures secon-
daires en 3D. Aﬁn de compléter ces informations, des cartes de contacts ont aussi été
prises sur ces centres et donnent une idée de la distribution des structures secondaires
par rapport aux structures des centres.
2.4 Conclusion
Nous venons de faire une description de la méthode de simulation et des outils d’ana-
lyses qui ont été utilisés pour extraire les informations thermodynamiques et structurelles
de systèmes complexes comme les protéines amyloïdes. Dans les prochains chapitres,
nous utiliserons ces techniques sur le monomère, le dimère et le trimère de la région
NAC de l’α-synucléine et aussi sur des oligomères où cette région a été combinée à la
protéine Aβ1−40.
CHAPITRE 3
EARLY OLIGOMERIZATION STAGES FOR THE NON-AMYLOID
COMPONENT OF α-SYNUCLEIN AMYLOID
Cet article soumis au Journal of Chemical Physics, présente l’étude numérique des
premières étapes d’agrégation de la composante non-amyloïde de α-synucléine. Ce frag-
ment est très intéressant car il est retrouvé dans les ﬁbres amyloïdes associées à la ma-
ladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer associées à Aβ . Malgrés son implica-
tion dans ces deux maladies neurodegénératives, il existe peu d’études concernant ce
fragment. Des simulations sur le monomère, le dimère et le trimère nous permettent
d’extraire des motifs et régions d’intérêt très impliquées dans la formation de structures
secondaires reconnus pour favoriser la ﬁbrillation. Cette étude permet de vériﬁer que
cette région partage bien les caractéristiques observées dans les protéines amyloïdes. La
comparaison à d’autres simulations numériques concernant d’autres protéines amyloïdes
permet d’extraire les différences qui caractérisent la région de l’α-synucléine que nous
avons choisie.
Rozita Laghei et Normand Mousseau ont décidé de la nature et de la taille du sys-
tème ainsi que de la méthode numérique qui serait utilisée. Rozita Laghei a effectué les
simulations des monomères et dimères. Ma contribution a consisté à lancer la simulation
du trimère, faire l’extraction et l’analyse des données aﬁn d’écrire cet article révisé par
Normand Mousseau.
3.1 Abstract
In recent years, much effort has focused on the early stages of aggregation and the
formation of amyloid oligomers. Aggregation processes for these proteins are complex
and their non-equilibrium nature makes any experimental study very difﬁcult. Under
these conditions, simulations provide a useful alternative for understanding the dyna-
mics of the early stages of oligomerization. Here, we focus on the non-Aβ amyloid
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component (NAC) of the monomer, dimer and trimer of α-synuclein, an important 35-
residue sequence involved in the aggregation and ﬁbrillation of this protein associated
with Parkinson’s disease. Using Hamiltonian and temperature replica exchange molecu-
lar dynamics (HT-REMD) simulations combined with the coarse grained OPEP poten-
tial, we identify the role of the various regions and the secondary structures for the onset
of oligomerization. For this sequence, we clearly observe the passage from α-helix to
β -sheet, a characteristic transition of amyloid proteins. More precisely, we ﬁnd that the
NAC monomer is highly structured with two α-helical regions, between residues 2-13
and 19-25. As the dimer and trimer form, β -sheet structures between residue 2-14 et
26-34 appear and rapidly structure the system. The resulting conformations are much
more structured than similar dimers and trimers of β -amyloid and amylin proteins and
yet display a strong polymorphism at these early stages of aggregation. In addition to its
inherent experimental interest, comparison with other sequences show that NAC could
be a very useful numerical model for understanding the onset of aggregation.
3.2 Introduction
Amyloid aggregates and insoluble ﬁbrils are associated with many neurodegenera-
tive diseases such as Alzheimers’s and Parkinson’s diseases. [82, 83] The latter is cha-
racterized by the presence of Lewy bodies and neurites composed, in large parts, of the
α-synuclein protein. [14] The presence of α-synuclein has also been conﬁrmed for a
number of other important neurodegenerative disorders such as Down’s syndrome and
familial Alzheimer’s disease, making this protein a major focus in the study of amyloid
diseases. [84–87] α-syn is a 140-residue protein characterized by three major regions : an
N-terminal region with KTEKEGV imperfect repeats, a hydrophobic center region na-
med non-Aβ component (NAC) and a highly negatively charged C-terminal region. [8]
The NAC is also the second major component found, after β -amyloid, in the amyloid
components associated with Alzheimer’s disease(AD). [88]
The polymerization of α-synuclein takes place through conformational changes that
bring the protein from disordered conformations to β -sheet structures as it assembles
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into toxic oligomers. [9, 10] Yet, little direct information is known about the ﬁrst steps
of oligomerization as its dynamical nature makes it difﬁcult to characterize experimen-
tally. [89, 90] To overcome this limitation, it is useful to turn to computer simulations
that can provide detailed information about these small assemblies.
For α-synuclein, most simulations focused on the full-length sequence. A combina-
tion of paramagnetic relaxation enhancement NMR spectroscopy and ensemble molecu-
lar dynamics (MD) simulations were used to probe the topology of native α-synuclein. [91]
More recently, molecular simulations combined with NMR were used to characterize
the structure of full-length monomeric α-synuclein at low and neutral pH. It was shown
that, while the protein is more structured at low pH, [92] it is far from random coil,
even though it is disordered, at neutral pH, in agreement with a Bayesian ensemble
analysis.[93] Molecular dynamic was also used to vary the stability and structural pro-
perties of several α-synuclein oligomers and mutated sequences. [94–98]
In this article, we are interested in characterizing the ﬁrst steps of α-synuclein oli-
gomerization. More precisely, we focus on the 35-residue NAC fragment. As mentioned
above, this fragment represents the second major component of amyloid deposits as-
sociated with Alzheimer’s diseases, with a ratio of up to 10 %. [17] The NAC forms
α-synuclein’s most hydrophobic region. It was early discovered that it self-aggregates
into insoluble amyloid β -pleated structures. [18] The NAC also plays a central role in
α-synuclein aggregation as is demonstrated by the behavior of β -synuclein. This highly
homologous protein to α-synuclein lacks an 11-residue segment located in the NAC
domain at position 73-83, [99] which overlaps with the minimal toxic aggregate-prone
segment, residues 68-78. [100] It does not aggregate [42] and even inhibits α-synuclein
aggregation. [101] NAC’s in vivo function is still unknown. The neurotoxicity of ex-
tracellular NAC is well established, however. [102–104] A recent study suggests that
NAC could activate p53, Cdk5 and Bas-dependent apoptotic signaling pathways, cau-
sing cell death. [105]
Previous studies tried to identify a signature motif and a particular part of NAC res-
ponsible for the ﬁbrillation propensity [42, 106] and the interaction and the conforma-
tional state when NAC is linked with a membrane. [107] Others have focused on the
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characteristic mutations present in this region. [96, 97, 108] Yet, there is still very little
structural information regarding the onset of oligomerization for the NAC peptide with
only rare simulations done to serve as a reference model for experiments. [109] The
simulations presented here form therefore a ﬁrst atomistic description of the onset of
oligomerization for the NAC peptide.
Here, we use REMD coupled with the OPEP coarse-grained potential[54, 110, 111],
to characterize the fragment’s structural changes as the system goes from monomer to
dimer and trimer. These unbiased simulations allow us to follow aggregation and ge-
nerate a rich set of structures that provide a ﬁrst picture as to the assembly mechanism
for this sequence. Comparison with dimers of other amyloid peptides simulated in the
same conditions also offers an indication of generic and speciﬁc properties for early
aggregates.
3.3 Methods
In this study, we investigate the structure and the thermodynamics of monomeric, di-
meric and trimeric non-Aβ amyloid component (NAC) of α-synuclein using Hamiltonian-
temperature replica exchange molecular dynamics (HT-REMD) coupled with the coarse-
grained OPEP potential. [53, 54, 60] The 35 amino acid sequence of the non-Aβ amyloid
component of α-synuclein is given by EQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGSIAA-
ATGFV. The GXXX motif is associated with amyloidogenic propensity in many amy-
loidogenic proteins where X might be the uncharged residues, GLY, ALA, VAL, ILE,
LEU, PHE, TYR, TRP, THR, SER or MET. For the NAC, we ﬁnd three GXXX motifs
8GAVV11. ,13GVTA16 and 24GAGS27 corresponding to positions 68-71, 73-76, 84-87,
respectively, in the α-synuclein protein. [42, 112]
To describe intra and interpeptide interactions, we use the coarse-grained force ﬁeld
OPEP (Optimized Potential for Efﬁcient peptide structure Prediction) version 3.2. OPEP
reduces most amino acids to six beads, focusing on the heavy backbone atoms : Cα , N,
H, C, and O and one bead for the side chain except for the proline amino acid which
is represented by all heavy atoms. [62]It takes into account the propensities of each
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residue to adopt α and β conformations, a crucial aspect for prediction of the aggregation
rate of amyloid-forming proteins like synuclein. This potential has been applied with
success to study the aggregation of many amyloid peptides such polyglutamine [52],
amylin [53, 54] and different segments ofAβ . [55–61]
		
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

Figure 3.1 – Initial conﬁgurations from monomer to trimer. The N-terminal and the C-
terminal are shown in green and orange.
The OPEP force ﬁeld is combined with Hamiltonian-temperature replica exchange
molecular dynamics, HT-REMD, a hybrid of temperature replica exchange (T-REMD)
and Hamiltonian replica exchange (H-REMD), which was shown to accelerate sampling
compared to T-REMD. [53] In the α-synuclein simulation, a set of 35 replicas are laun-
ched at logarithmically-distributed temperatures ranging from 240 to 555 K. Five other
replicas are run at the highest temperature with progressively reduced non-bonded at-
tractive forces scaled by 0.8, 0.7, 0.6, 0.4 and 0.2 of the initial interaction, respectively.
Following the standard REMD procedure, at regular intervals, exchanges are attempted
between adjacent replicas with a Metropolis probability. [53, 54]
The simulated temperature is controlled using the Berendsen thermostat. [74] The
integration timestep is set at 1.5 fs with an external coupling constant of 100 fs. We use
the RATTLE algorithm for covalent constraints [73] and replica exchanges are attempted
38
every 7.5 ps. The monomer is simulated in a 40 Å-radius sphere and the dimer and
trimer are placed in a 140 Å-radius sphere, all with reﬂecting boundary conditions. The
monomer is simulated for 500 ns per replica (total 20 μs), the dimer for 700 ns (total
28 μs) and the trimer for 1200 ns (total 48 μs). The three systems are started from an
extended conﬁguration with chains, for the dimer and the trimer, placed at random in the
box. Initial conﬁgurations, after a ﬁrst zero-temperature energy minimization, are shown
in Fig. 3.1.
The reconstruction of the thermodynamical properties of the NAC monomer, di-
mer and trimer is done using the replica-exchanged adapted weighted histogram method
adapted to Hamiltonian, PTWHAM. [78] Secondary and tertiary structures are predic-
ted using STRIDE, a protein.secondary structure assignment based on the combined use
of hydrogen bond energy and statistically derived backbone torsional angle informa-
tions. [79] Clustering is performed using the Cα root-mean square deviations (rmsd)
and following Daura’s procedure [81] : the largest cluster with a rmsd of 2.5 Å is ﬁrst
identiﬁed and its member conﬁgurations removed ; this procedure is repeated as long as
there are remaining conﬁgurations.
We verify the convergence of the simulations by ensuring that the entropy as a func-
tion of temperature is constant. Entropy is obtained from the ﬁrst law of thermodyna-
mics, F = E−TS and the free energy calculated by WHAM as implemented by Chodera
et al. [78] We compute the entropy over non-overlapping time intervals and identify the
minimum simulation time over which S(T ) is time independent. As shown in Figure 3.2,
the monomer reaches equilibrium after 100 ns/replica, the dimer 200 ns/replica and the
trimer, 1000 ns/replica. Error bars are estimated with the bootstrapping algorithm. [113]
3.4 Results
We are interested in the characterization of the structural and thermodynamical pro-
perties in the early step of aggregation the α-synuclein non-amyloid component (NAC).
For this, we follow the evolution of its monomer, dimer and trimer at 300 K. We ﬁrst
present results for each system separately and compare those in the next section.
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Figure 3.2 – Entropy as a function of temperature taken over various time intervals for the
NAC monomer, dimer and trimer. From top to bottom, we see the monomer converged
after 100 ns/replica, the dimer after 200 ns/replica and the trimer after 700 ns/replica.
Statistical error (not shown for legibility) by bootstrapping is ±0.01 kcal/(mol*K).
3.4.1 Monomer
We simulated the monomer for 500 ns/replica, collecting statistics over the last 400
ns. Table 3.I gives the average secondary structure propensity over all residues. α-helices
dominate, with a propensity of 40%, while β -strands are present at less than 1%. The
secondary structure per residue (Fig. 3.3) reveals that α-helices are dominant in two re-
gions : between residues 2-13 and residues 19-25 with a respective probability of ∼75%
and ∼90%.
As expected with the high proportion of secondary structure, clustering analysis for
the monomer (Fig. 3.4) ﬁnds relatively well-deﬁned conformations. The ﬁrst cluster
(M1), with a weight of 43 %, shows the two dominant α-helical structures at residues
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Secondary structure(%) Monomer Dimer Trimer
α-helix 40 8 7
β -strand <1 24 23
Turn 39 48 49
Random coil 21 20 21
Tableau 3.I – Percentage of secondary structure taken at 300 K over the full NAC peptide.
Results for the monomer, dimer and trimer are averaged over their respective interval of
convergence (see Methodology). Statistical error is estimated at ±1%.
2-13 and residues 19-25 (Table 3.II) positioned in a perpendicular conformation, with a
disordered C-terminal. The same helices (at positions 3-13 and 19-24), in an antiparallel
organization, form the second largest clusters, M2, at 16 % probability with the loop at
residues 14-18 being present in both clusters. No secondary structure is observed in the
third cluster, M3, already much smaller at 8.5 %. Yet, the contact map for M3 overlaps
signiﬁcantly with that of M2 (Fig. 3.6). This suggests that the M3 cluster is simply a
slightly destabilized version of M2 and that the NAC monomer, while unstable against
any speciﬁc native state, samples a relatively small number of well-deﬁned conforma-
tions.
3.4.2 Dimer
We simulated the NAC dimer for 700 ns/replica, collecting statistic over the last 500
ns. Table 3.I shows that the presence of a second peptide affects strongly the secondary
structure. While the monomer is α-helical at 40% with almost no β -sheet, the dimer is
dominated by β -strands, with a propensity of 24%, and only 8% for α-helices. The ﬁrst
β -strand, at residues 2 to 14, overlaps completely with the corresponding α-helix found
for the monomer while the second β -strand is found at residues 26 to 34 and does not
overlap with the monomer’s second α-helix. As shown in Fig. 3.3, maximum stability
is observed in the 6-9 (∼90%) and 30-33 (∼30%) regions while α-helices form mostly
between residues 15 and 25, a wider region than for the monomer, with a relatively small
probability of 20 to 30%.
The dimer displays a much more diverse set of structures than the monomer. In the
41
α
1
α
2
α
3
β
1
β
2
β
3
β
4
ot
he
rβ
M
on
om
er
M
1
2-
13
19
-2
5
M
2
3-
13
19
-2
4
D
im
er
D
1
6-
8(
B
)/
31
-3
3(
A
)
30
-3
4(
A
)/
30
-3
4(
B
)
31
-3
3(
B
)/
6-
8(
A
)
D
2
15
-1
9(
A
)
6-
8(
A
)/
6-
8(
B
)
25
-2
9(
B
)/
6-
11
(A
)
14
-1
9(
B
)
D
3
19
-2
5(
A
)
14
-1
9(
B
)
31
-3
3(
A
)/
31
-3
3(
B
)
6-
8(
A
)/
6-
8(
B
)
D
4
4-
8(
A
)/
6-
10
(B
)
13
-1
5(
A
)/
5-
7(
A
)
12
-1
4(
B
)/
27
-2
9(
B
)
Tr
im
er
T
1
2-
12
(A
)
14
-1
8(
C
)
6-
8(
C
)/
6-
8(
B
)
5-
8(
B
)/
26
-2
9(
C
)
T
2
15
-1
9(
A
)
30
-3
3(
B
)/
6-
9(
C
)
6-
8(
C
)/
6-
8(
A
)
22
-2
4(
B
)/
31
-3
3(
B
)
6-
8(
B
)/
28
-3
0(
A
)
T
3
15
-1
9(
A
)
2-
8(
A
)/
6-
12
(C
)
11
-1
3(
C
)/
32
-3
4(
A
)
27
-3
0(
A
)/
31
-3
4(
C
)
T
4
14
-1
9(
B
)
6-
8(
A
)/
6-
8(
C
)
9-
11
(B
)/
23
-2
5(
B
)
6-
9(
C
)/
5-
8(
B
)
T
5
15
-1
9(
C
)
30
-3
2(
B
)/
7-
9(
C
)
6-
9(
A
)/
5-
8(
B
)
24
-2
6(
A
)/
29
-3
1(
C
)
T
6
30
-3
3(
A
)/
6-
9(
C
)
6-
9(
C
)/
5-
8(
A
)
22
-2
4(
A
)/
31
-3
3(
A
)
6-
9(
A
)/
30
-3
3(
C
)
31
-3
3(
C
)/
22
-2
4(
C
)
Ta
bl
ea
u
3.
II
–
T
hi
s
ta
bl
e
gi
ve
th
e
re
gi
on
im
pl
ic
at
ed
in
se
co
nd
ar
y
st
ru
ct
ur
e
fo
rm
on
om
er
,d
im
er
,t
ri
m
er
se
e
in
3.
4
an
d
id
en
tiﬁ
ed
th
em
to
7
re
gi
on
s.
T
he
le
tte
r
A
,
B
an
d
C
al
lo
w
to
di
st
in
gu
is
h
th
e
di
ff
er
en
t
ch
ai
ns
an
d
ex
tr
ac
t
so
m
e
in
fo
rm
at
io
n
ab
ou
t
3D
or
ga
ni
za
tio
n
in
th
e
se
co
nd
ar
y
st
ru
ct
ur
e
.
42

"
 



      


	

&




&

"
 




	
	
	
Figure 3.3 – Evolution of α-helix and β -strands as a function of residue number at
300K from monomer to trimer. Statistical error (not shown for legibility) obtained by
bootstrapping is estimated at ±0.5 %.
second row of Fig. 3.4, we show the four clusters present with a probability of more than
5 % (D1 to D4) deﬁned with the 2.5 Å-RMSD cut-off as for the monomer. Together, they
represent only 30 % of all sampled conformations. Another 30 % of the conformations
are member of clusters present with a probability between 1 and 5 %. While presenting
some structure, they typically show less β -sheet secondary structure than clusters D1 to
D4.
As can be seen in Fig. 3.4 and Table 3.II, clusters D1 and D4 display purely β -strand
conformations. In the ﬁrst case, the strands are fully interdigitated while D4 shows rather
the two NAC peptides side by side. For their part, clusters D2 and D4 show a mixture
of α-helical and β -strand structures. Here again, one of the clusters is intertwined (D2),
leading to quaternary structure, while the other offers rather the image of two tertiary
structures stabilized once against the other (D3).
Two α-helical regions are identiﬁed in clusters D2 and D4 : residues 14 (or 15) to
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Figure 3.4 – The clusters’ center are shown for NAC of monomer (ﬁrst column), di-
mer (second column) and trimer (third column). The N-terminal and the C-terminal are
shown in green and orange. The ﬁrst chain is shown in yellow, the second in red and the
third in blue.
19 is present on both chains in D2 and on one chain in D3. The second helix, in the
latter cluster, is shifted to residues 19 to 25. Antiparallel β -sheets are also well deﬁned :
residues 6 to 8 form a sheet on both chains in all four clusters with, in some case, exten-
sions (4-8 and 6-10 in D4 and 6-11 in D2). The region 30-34 also forms β -strands in D1
and D3 while 25-29 and 27-29 are seen in D2 and D4, respectively. D4 also displays a
β -strand at 13-15 and 12-14, each on one chain.
Table 3.I gives some additional informations about the region involved in the secon-
dary structure and its spatial organization. The highest contact density region is asso-
ciated with interchain hydrophobic interactions between the region 6-8 with itself (D2
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Figure 3.5 – The contact maps display the contact propensity of total (ﬁrst row), in-
trachain (second row) and interchain (third row) contacts for NAC of monomer (ﬁrst
column), dimer (second column) and trimer (third column). The total contact propensity
is calculated from the intrachain and interchain contacts.
and D3). This region can undergo additions of residue at the beginning or the end as in
D4 where regions 4-8 and 6-10 are linked across chains. To a lesser extent, as for D1,
6-8 region may also be linked to the 31-33 region although this region (31-33 or 30-34)
prefers to bind with its copy on the second monomer in D1 and D3. Intrachains β -sheets
are only observed in D4, where the region 13-15 (12-14) binds to both 5-7 in chain A
and 27-29 in chain B.
While interchains and intrachains contacts vary from cluster to cluster, we observe
a striking similarity in total map contacts (Fig. 3.7), particularly between D1, D2 and
D4. The variations between these intrachain and interchain contact maps reﬂect a rich-
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Figure 3.6 – The contact maps display the contact propensity of total (ﬁrst row) contacts
for the dominant morphology of monomer see in the ﬁrst column of Fig 3.5.
ness in the organizations at the tertiary and quaternary structure level observed in Table
3.II. Yet, these are constrained by the stability of the secondary structures that enforce
a speciﬁc set of contacts that can be satisﬁed either through intra or interchain contacts.
This explains the similar total contact map for very different clusters, when projected
on the monomeric sequence. In terms of salt-bridges, while the intramolecular bridge
at LYS20-GLU23 is present on both chains for all dominant clusters, we also observe a
contact between GLU1 and LYS20 on either chain 1 or 2 for all clusters. While these
few charged residues play an important role for determining structure of this sequence,
their behavior is almost the same for all clusters, however.
3.4.3 Trimer
The NAC trimer is run for 1500 ns/replica, with equilibrium being reached in the
last 500 ns. As seen in Table 3.I, the trimer not more structured than the dimer : β -
strands are found with an average propensity of 23% and α-helices, with a propensity of
7%. These values are, within the error margin, equivalent to those found for the dimer.
However, β -sheets are found mostly in region 2-10, with a peak at 6-8 reaching a ∼80%
probability, and region 22-33, with a two peaks at 22-24 (∼25%) and 28-33 (∼45%)as
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Figure 3.7 – The contact maps display the contact propensity of total (ﬁrst row), intra-
chain (second row) and interchain (third row) contacts for the dominant morphology of
dimer see in the second column of 3.5. The total contact propensity is calculated from
the intrachain and interchain contacts.
shown in Figure 3.3. Interestingly, the ﬁrst peak in this region is absent in the dimer
suggesting that more regions can be stabilized into β -strands as monomers are being
added. α-helices, for their part, display a weak but non-zero formation probability for
almost the whole sequence with a peak reaching 30 % between residues 15 and 19.
The third row of Fig. 3.4 shows the center of the ﬁve clusters, T1 to T5, accoun-
ting for at least 5% of the total population. Together, they represent 44% of all sampled
structures at 300 K. Like for the dimer, clusters counting at least 1% of all conﬁgurations
represent 30% of the total set and add diversity mostly in the tertiary structures deter-
mined by the β -sheet organization. Globally, as seen in Table 3.II, α-helices spanning
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Figure 3.8 – The contact maps display the contact propensity of total (ﬁrst row), intra-
chain (second row) and interchain (third row) contacts for the dominant morphology of
trimer see in the third column of 3.5. The total contact propensity is calculated from the
intrachain and interchain contacts
residues 14-19 are present in T1, T2, T3 and T5. α-helices spanning residue 2-12, also
observed in the monomer, appear only in T3.
As in the dimer, we observe that a few β -strand prone regions adopt a rich diversity
of contacts for forming exclusively anti-parallel β -sheets. For example, region 6-8 is
the region with the highest contact density. In all ﬁve dominant clusters (T1 to T5),
we observe at least one antiparallel β -sheet formed by the 6-8 region of two chains.
The sheets extend to four residues (6-9/6-9) in T5 , to seven residues (2-8/6-12) in T3
and nine residues (2-10/4-12) in T4. This region also forms β -sheet with other NAC
segments. In one case (T2), we observe a six-strand β -sheet formed by the 6-8, 30-
33 and 22-24 regions of two chains. As with the dimer, the region 6-8 also interacts
with the 31-33 region (T1,T2, T4 and T5) and the 26-29 region (T5), always in anti-
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parallel orientation. We also note that a region of high contact density not observed for
the dimer appears at residues 22-24 and binds with the 31-33 region (T2,T4 and T5) into
intrachain antiparallel β -sheets. As for the dimer, interchain β -sheets are found in all
clusters, showing the importance of these interactions for breaking α-helices.
Figure 3.8 shows the contact maps for the intrachain, interchain and total contacts for
all ﬁve clusters. While the contact density is smaller than for the dimer, explaining the
reduced structural stability observed in the clustering, for example, we can still observe
the same interplay between intrachain and interchain contacts that lead to very similar
total contact maps for the the six clusters. The role of salt-bridges for the trimer is similar
to the dimer : they occur with a high probability both intrachain and interchain, but with
no speciﬁcity attached to particular clusters, beyond what is described above.
3.5 Discussion
3.5.1 Evolution of the secondary structure
We ﬁrst look at the structural changes that occur as NAC goes from monomer to
dimer to trimer. Previous studies have shown that the formation of β -sheet was an im-
portant factor promoting the initiation of nucleation causing ﬁbrillation [38, 114, 115].
Following these studies, we expect that the ability to form β -sheets increases with the
number of available chains.
In the case of the NAC fragment, the monomer shows no β -strand at all but two
predominantly α-helical regions at residues 2-13 and 19-25 (positions 62-73 and 79-85
with respect to the full α-synuclein). Full-length α-synuclein simulations and experi-
ments indicate that the monomer displays a β -sheet propensity of 11 % and an α-helical
propensity of only 2-3 %, with little helices in the NAC region. [93] Yet, an NMR study
of an extended NAC fragment (57-102 as compared to 61-95), with both the N-terminal
and the C-terminal dominated by charged residues, ﬁnds no β -strand and suggests three-
helix structures at 58-63, 70-80 and at 88-92, with the latter one, rather unstable. [107]
The ﬁrst helix overlaps with a relatively high α-helical propensity region for the full
length α-synuclein, and the third one is in a region that is found to form helices with a
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non-zero but low probability (around 5 %). [93] Results on the extended NAC suggests
therefore that, for the monomer, β -strands require contacts outside of the NAC region to
be stabilized. This is consistent with one of the β -rich conformation shown in Figure 6
of Ullman et al. [93]
The ﬁrst helix observed in our simulation of the NAC monomer is shifted compared
to both experiments. Although heteronuclear single quantum coherence measurements
would indicate the the NAC structure is not affected by those [107, 116], the shift on
this ﬁrst helix is to be expected since the α-helices observed in both experiments are
centered on residue 60 and extend only to residues 63 or 64 (residue 3 or 4 of the NAC
region). Interestingly, the second helix, while shifted with respect to Bisaglia et al. over-
laps with a region found to display a low but non-zero helical propensity in full-length
α-synuclein. [93] While our structure for the monomer is compatible with available
experiments, direct measurement on the structure of the NAC monomer, an important
fragment, is needed to conﬁrm these conclusions and provide more detailed informa-
tion.
We observe a clear evolution from α-helical to β -strand secondary going from mo-
nomer to trimer (see Table 3.I). In total, the α-helix propensity goes from 40 to 8%,
between the monomer and dimer, and remains almost constant, at 7%, for the trimer,
while the β -strand propensity moves from less than 1 % in the monomer to plateau
around 24 and 23 % for the dimer and trimer, respectively, a transition characteristic
of amyloid aggregation. [117–119] As we see in Fig. 3.2, however, the entropy for the
trimer stills shown some small but visible ﬂuctuations when computed over 250 ns time
intervals. This suggests that the relevant phase space for this system is signiﬁcantly lar-
ger than for the dimer. Longer simulations, which are beyond our current computational
capabilities, could therefore lead to further increase in secondary structure at the trimer
level. Already, however, the addition of a third monomer increases the regions where
β -sheets is signiﬁcant.
The ﬁrst α-helix at residues 2-13, present at 75 % in the monomer, disappears and
is replaced instead by a β -strand most stable at residues 6-8 that form exclusively in-
terchain sheets. The second helix, at residues 19-25, more stable in the monomer (90 %
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propensity) is shifted mostly to residues 14-19, and is present in most dominant clusters
except D1, D4 and T4, with an overall 25 % propensity.
The β -strands are mostly found between residue 6-9 (90%) and 30-33 (30%) in both
dimers and trimers although a third important region, between 22-24 is also found in
the trimer, extending the β -strand prone regions with respect to the dimer (25 %). Pre-
vious studies deﬁne ﬁve important regions of β -strands appear in oligomerization of
α-synuclein, with three in the NAC region corresponding to residues 2-6, 8-17 and 30-
35. [35, 114, 115]The last region is in agreement with our ﬁndings. The ﬁrst two are
shifted by a few residues. This could be due to the fact that the experimental results are
for the full protein and allow for interactions with other segments. [42]
A number of α-synuclein studies emphasize the role of the GXXX motif, generally
associated with amyloidogenic propensity in many amyloidogenic proteins. [42, 112]
As discussed in the Methods section, the NAC region contains three GXXX motifs at
positions 8, 13 and 24. These motifs do not overlap signiﬁcantly with any of the dominant
β -strands observed for the dimer and trimer, in agreement with various experimental
observations that ﬁnd that this motif is not involved in the ﬁbrillation process of α-
synuclein. [42, 106]
3.5.2 The polymorphism
Polymorphism appears to be a hallmark for a majority of amyloid proteins and ap-
plies to the existence of distinct morphologies with well-deﬁned structures. [120, 121]
It can be observed during the formation of amyloid and affect the ﬁnal form of ﬁ-
brils. [122] Studies have been conducted to link polymorphism and multiple misfolding
pathway [123] and the neurodegenerative diseases in which they appear. [124] Experi-
mentally, polymorphism means that the ﬁnal structure observed experimentally does not
only depend on the sequence but also on the concentration and the preparation details.
It reﬂects the possibility that there are several mechanisms of oligomerization leading to
aggregation. [125]
Polymorphism should not be confused with the diversity of partially disordered
conformations that are generally observed for the small oligomers of amyloid peptides
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such as those studied here. Beyond this rich structural diversity, however, polymorphism
is clearly observable in the NAC dimer and trimer. Indeed, already at the dimer level, the
NAC peptide presents a very deﬁned secondary structure, with a few dominant β -strand
and α-helical regions. These regions, however, interact to generate a rich set of tertiary
and quaternary structures while maintaining a distribution of interchain and intrachain
contacts that project an almost constant overall contact map and salt-bridges (Figs. 3.7
and 3.8). For example, the 30-34 region has great ﬂexibility and can bind to very dif-
ferent regions : 6-8 (D1, T1, T2, T4 and T5), 30-34 (D1 and D3) and 22-24 (T2 ,T4 and
T6). For the monomer, we observe that the relative position of the helices then change
it to be composed of the same residues. In the dimer, the antiparallel β -strands can al-
ternate between chains (D1 and D2) or show a strong symmetry (D3 and D4). For the
trimer, T2 and T5 have the same regions involved in their secondary structure. However
T5 structure use the three chain in interchain contact,while T2 use only two chain for it
β -sheets and the third adopt an α-helix conformation.
These results show that polymorphism can appear at the very early stages of aggre-
gation. Even when structures are still partially disordered, we observe that some regions
show very stable secondary structure elements that can assemble into a rich set of well-
deﬁned tertiary structures. This suggests that the onset of oligomeric growth can already
play a deﬁning role in determining the ﬁnal amyloid structure in agreement with experi-
ments. [120, 121]
3.5.3 Comparison with other amyloid proteins
It is interesting to compare the structural changes taking place from the monomeric to
the dimeric state for various amyloid sequences. Oligomers share a number of structural
signatures [25] but very little is known, at the moment, about the microscopic similarities
and differences in the growth of these sequences. Beyond the fundamental interest, there
are also two more pragmatic advantages : (1) comparing the behavior of various peptides
simulated with the same conditions, it is possible to separate, at least partially, the tech-
nical limitations, associated with the forceﬁeld and the simulation approach, from the
sequence-related behavior, and to extract, from there global and sequence-speciﬁc pro-
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Figure 3.9 – We compare the sequence of NAC of α-synuclein with hIAPP and Aβ1−40.
We colored the hydrophobic residue in red and add the charge of charged residue which
are implicated in the hydrophobic interaction and ionic bond respectively.
perties ; (2) the comparison also allows to identify which sequence is more accessible
from a numerical point of view, given the computational timescale and size limitations
that we are still facing. This is particular useful when using a coarse-grained potential,
such as OPEP, which allows better equilibrium on large systems such as those presented
here, but at the costs of more uncertainty with respect to the ﬁnal predictions. In spite
of the advantage of comparing results over many sequences, most comparisons have
been limited to very close sequences such as Aβ1−40 and Aβ1−42 [126–128] or muta-
tions. [111]Here, we compare our results on the NAC region of α-synuclein to results ob-
tained to two other amyloid proteins studied with the same potential and computational
techniques : Aβ and hIAPP, giving us a ﬁrst insight on these questions. [52, 54, 60, 111]
Aβ is a 40 or 42 residue protein and the major component of the ﬁbrils involved
in Alzheimer disease. It contains many charged residues, but the structure is globally
neutral and has the same number of hydrophobic residues as the NAC region. Pancreatic-
amyloid deposits in humans consist mainly of β -sheet ﬁbrillar aggregates of the 37-
residue polypeptide human islet amyloid polypeptide (hIAPP). This protein is negatively
charged and counts fewer hydrophobic residues than the NAC (Fig. 3.9).
REMD-OPEP computational studies of Aβ1−40 and Aβ1−42 show, in agreement with
most other simulations of these systems, that the monomer is mostly disordered with
very low α-helical propensity (between 5 and 6 %) and 11 to 12 % β -strand propensity
due, in large part, to a relatively stable β -sheet between residues 2-5 and 10-13. With lit-
tle secondary structure, Aβ monomer samples a much more diverse set of structures than
NAC, with its top 3 clusters representing between 28 and 42 % of all visiting conforma-
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tions, compared with 68 % for NAC. [60] This changes as a second chain is added : The
top four clusters for Aβ represent 38 (Aβ1−40) to 53 % (Aβ1−42) of all conformations
while they account only for 28 % of all visited conformations for NAC.
Looking at β -strand propensity, we ﬁnd that it increases only slightly for Aβ1−40,
from 11.8 to 12.6 %, and triples for Aβ1−42, reaching 30.8 % while, for NAC’s dimer,
it goes from less than 1% to 24 %, a much higher increase. Aβ dimerization for both
sequences is characterized by a global increase in intermolecular hydrophobic contacts,
mostly in the hydrophobic core (17-21) and the C-terminal (30-40) regions. Neverthe-
less, as observed also, for example, by Barz and Urbanc, in MD simulations with OPLS-
AA forceﬁeld and explicit solvent, intrachain contacts are more important than inter-
chain contacts and the dimerization can be in large part described as a docking process
[111, 127] We observe a similar behavior with hIAPP. The presence of a disulﬁde bridge
at Cys2-Cys7 stabilizes an α-helix at residues 5-19 in the N-terminal, a structure that is
maintained during the dimerization (with propensity above 75 %). This helix is combi-
ned with a β -strand (17-26 and 30-35) that sees its propensity going from 20 to 40 %
as the monomer combines into a dimer, for an overall β propensity going from about
5 % to around 12% [52, 54]. In spite of this co-stabilization due to a higher interchain
contact probability for the β -strand regions, the long N-terminal α-helix seems to limit
the interdigitation between the two chains. The ﬁnal dimeric structure is therefore akin to
stacked monomers with structural elements stabilized by the presence of a nearby chain.
At 300 K, the four dominant clusters account, here, for only 18 % of all structures, in
large part because of the high ﬂexibility of α-helical N-terminal, that shows very limited
interchain interactions but remains very stable. [54]
This comparison with other sequences simulated with the same potential and method
helps identify the speciﬁcities of the NAC sequence. While all three proteins do form
more β -sheets as they go from monomer to dimer, the transformation is most important
for the NAC with the clearest α to β transition. This transformation is accompanied by
a much more signiﬁcant interchain contact map than is observed for Aβ and hIAPP.
If, for the latter two sequences, interchain contacts occur at a few points to stabilize
secondary structure, NAC shows signiﬁcant interdigitation, associated with quaternary
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structures, that is not compatible with a simple docking of one peptide over another
one and an oligomerization process based on well-deﬁned secondary structures than
can form a richer set of tertiary structures than the two other sequences as can be seen
while maintaining a very stable overall contact map. This suggests that, from a numerical
point of view, the onset of aggregation for NAC might be much easier to simulate and
characterize than for other sequences, allowing for much better complement between
simulation and experiments.
3.6 Conclusion
In this study, simulated the onset of aggregation of the non-amyloid component of
the α-synuclein protein (NAC). Our simulations show a clear α to β transition from the
NAC monomer to the dimer as well as the presence of well-deﬁned secondary structures,
in agreement with the general consensus. Long simulations (up to 1,2 μs per tempera-
ture for the trimer) allow us to reach equilibrium and to identify a rich polymorphism
characterized by stable secondary structures that assemble to form a wide set of tertiary
organizations with very similar contact maps. Overall, the NAC presents a much clea-
rer aggregation pathway, at the dimer and trimer level, than other amyloid sequences,
such as Aβ and hIAPP, that have been much more studied recently. This suggests that
more attention, numerically, but also experimentally, should be given to this sequence to
develop a ﬁrst route to aggregation.
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CHAPITRE 4
AGGREGATION PROCESS OF Aβ1−40 WITH NON-Aβ AMYLOID
COMPONENT OF α-SYNUCLEIN
Cet article en préparation et qui sera soumis au Journal of Chemical Physics, pré-
sente l’étude numérique d’oligomères combinant les protéines amiloïdes Aβ1−40 et la
composante non-Aβ amiloïde de α-synucléine que l’on retrouve dans des proportions
différentes dans les ﬁbres amiloïdes observées dans la maladie d’Alzheimer. Il s’inscrit
dans la continuité de l’article précédent qui faisait l’étude numérique de petits oligo-
mères composés uniquement de la région NAC. Ici, les simulations numériques sont
faites sur des oligomères hétérogènes : des dimères et de trimères formés de Aβ1−40 et
NAC. En premier lieu, un dimère avec Aβ1−40 et NAC dépliées. Puis un trimère avec
deux Aβ1−40 et un NAC aﬁn de respecter le fait que dans les plaques amiloïdes la région
NAC est minoritaire. Enﬁn, un trimère combinant les clusters majoritaires d’un dimère
de Aβ1−40 et d’un monomère de NAC obtenu d’études précédentes faites dans le groupe
du professeur Mousseau. Les trimères étant toujours en cours de simulation, seule l’étude
du dimère est présentée ici. Cette étude à pour but d’étudier les intéractions qui ont lieu
entre les deux protéines et leurs implications dans la stabilisation de structures favorisant
la ﬁbrillation.
Normand Mousseau et moi même avons décidé des systèmes à étudier. J’ai fait les
simulations, l’extraction et l’analyse de données aﬁn d’écrire l’article qui a été révisé
par Normand Mousseau. Ce dernier a aussi effectué la modiﬁcation de certains outils
d’analyse qui n’étaient pas adaptés à des oligomères composés de protéines de tailles
différentes.
4.1 Methods
In this study, we investigate the structure and the thermodynamics of α-synuclein
non-Aβ amyloid component coupled with monomeric or dimeric Aβ1−40 using Hamiltonian-
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temperature replica exchange molecular dynamics (HT-REMD) coupled with the coarse-
grained OPEP potential. [52, 54, 60]. The amino acid sequence of the non-Aβ amyloid
component of α-synuclein and Aβ1−40 is given by EQVTNVGGAVVTGVTAVAQKT-
VEGAGSIAAATGFV and DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMV-
GGVV respectively.
Intra and interpeptide interactions are described with the coarse-grained force ﬁeld
OPEP (Optimized Potential for Efﬁcient peptide structure Prediction) version 3.2. This
potential focuses on the heavy backbone atoms, reducing the amino acid representation
to six beads : Cα , N, H, C, and O and one bead for the side chain except for the proline
amino acid which is represented by all heavy atoms [62]. The propensities of each resi-
dues to adopt α and β conformations are taken into account and are very important in
the observation of secondary structures involved in the aggregation. In fact, this poten-
tial was already used successfully, for prediction of the aggregation rate in the amyloid-
forming proteins like polyglutamine [52], amylin [53, 54] and different segments ofAβ
[55–61].
The Hamiltonian-temperature replica exchange molecular dynamics, HT-REMD, a
hybrid of temperature replica exchange (T-REMD ) and Hamiltonian replica exchange
(H-REMD) is combined with OPEP. In the simulation, 35 replicas are launched at tempe-
ratures ranging from 240 to 555 K and distributed on a logarithmic scale. Five additional
replicas are run at the highest temperature with progressively reduced non-bonded at-
tractives forces to facilitate chain rearrangements (0.8, 0.7, 0.6, 0.4 and 0.2 of the initial
interaction).
An external bath coupling, the Berendsen thermostat, controlled the temperature with
an external coupling constant of 100 fs and a integration timestep setting at 1.5 fs [74].
The Rattle algorithm is applied to allow this large timesteps [73]. Replica exchanges
are attempted every 7.5 ps. The dimeric system composed of the monomer NAC of α-
synuclein and Aβ1−40 is simulated for 700 ns per replica (total 28 μs) in a 40 Å-radius
sphere with reﬂecting boundary conditions.
The replica-exchanged adapted weighted histogram method adapted to Hamiltonian,
PTWHAM [78] is used for the reconstruction of the thermodynamical properties of the
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Figure 4.1 – Entropy as a function of temperature taken over three subsequent 200-ns
time intervals for the NAC and Aβ1−40. Equilibrium is reached after the ﬁrst 200 ns.
oligomer. STRIDE, a protein secondary structure assignment based on the combined
use of hydrogen bond energy and statistically derived backbone tortional angle infor-
mations [79], is selected to predict the secondary and tertiary structures. For the clus-
tering we use the Cα root-mean square deviations (rmsd) and following Daura’s proce-
dure [81] : we ﬁrst identify the largest cluster with a rmsd of 2.5 Å ; all conﬁgurations
belonging to this cluster and then removed and the procedure is repeated to identify the
second and following clusters.
The entropy, obtained from PTWHAM, is used to determine when the system has
converged as it is a direct measure of the number of visited conﬁgurations. To estimate
convergence, we compute the entropy over a sequence of time intervals and consider that
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equilibrium is reached when the entropy, computed over the whole temperature range,
becomes constant. As seen in Fig. 4.1, the entropy converges after 200 ns/replica for the
NAC+Aβ dimer and it remains constant between the 200-400 ns/replica and 400-600
ns/replica time intervals.
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Figure 4.2 – Speciﬁc heat as a function of temperature for the NAC and Aβ1−40 from
400 to 600 ns.
4.2 Results
In this section, we are interested in the structural and thermodynamic characterization
of the dimer compound Aβ1−40 with NAC starting from a totally unfolded conﬁguration
generated from OPEP File Generator and with the two chains are 15Å apart. Here, we
analyze data obtained in the equilibrium phase focusing on the results at 300 K. We chose
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this temperature because there are not transition temperature as we can see in Figure 4.2.
The starting and ending peaks are not transition but side effects. These results will be
compared to the dimers of Aβ1−40 and of NAC in the following section.
4.2.1 The dimer of Aβ1−40 with non-Aβ amyloid component of α-synuclein
Secondary structure(%) Total D1 D2 D3 D4 D5 D6
α-helix 11(NAC) - <1(Aβ1−40) <1 12 3 7 5 <1
β -strand 9(NAC) - 9 (Aβ1−40) 3 6 16 4 13 14
Turn 56(NAC) - 53 (Aβ1−40) 67 59 57 57 49 51
Random coil 23(NAC) - 38 (Aβ1−40) 30 22 25 32 34 35
Tableau 4.I – Percentage of secondary structure taken at 300 K over the total run and the
six major clusters (D1 to D6). Results for all the clusters are averaged in the 200-700 ns
interval of convergence (see Section 4.1). Statistical error is estimated to less than 1%
with the bootstrapping method.
We simulated the dimer for 700 ns per replica and collected the last 500 ns for ana-
lysis. In this interval, we ﬁnd relatively little overall secondary structure : α-helix pro-
pensity is about 6 % while β -stand propensity is 50 % higher, at 9% (Table 4.2.1). As
shown in Fig. 4.3, α-helices are concentrated in the NAC chain, with two peaks between
residues Q2-T12 and G13-A29 with a ∼22% probability and ∼30%. We also observe
a small helical tendency at residues 56-63 (A21-G28 in Aβ1−40) with a propensity of
∼6%.
As could be expected, β -strands are more common and appear with a propensity of at
most 25 %, indicating that no region dominates in the formation of secondary structure.
In NAC, two regions dominate : residues Q2-T12 and K20-F34 with probabilities of
about 25 % and 14 %, respectively. Aβ shows, for its part, three regions with non-zero
probability of forming β -sheets : residues 37-42, 43-53 and 58-75, corresponding to
residues A2-D7, S8-H18 and D23-V40 of Aβ40, with a maximum propensity per residue
of ∼25%, ∼17% and 15%, respectively. For the total run, we can see in (Table 4.2.1) the
α-helix have a better propensity with ∼11% to be in NAC than Aβ40 with a propensity
under 1%. For β -strands, NAC and Aβ40 have the same propensity to be in both.
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Figure 4.3 – α-helix and β -strands as a function of residue number at 300K for the
NAC/Aβ dimer calculated over the 200-700 ns time interval.
Maps showing total, intrachain and interchain contacts are presented in Fig. 4.4. Here
again, we observe a wide distribution of contacts, both interchain and interchain. While
most of these contacts occur with a probability below 50 %, a number of long-range
interactions are present in a majority of structures. We note, in particular, 10-66 and 17-
53 and 35-54.(respectively with ∼65% for the ﬁrst and second and ∼80% for the third
interaction.)
The relatively small probability of forming well-deﬁned contacts and secondary
structure elements is explained by the diversity of tertiary structures that are visited by
dimer. Figure 3.4 shows the six dominant clusters that represent, together, only about
30 % of all conﬁgurations, as deﬁned with a 2.5 Å-RMSD cut-off. These six clusters
show a very diverse set of secondary and tertiary elements that we describe below in
some details.
D1, the ﬁrst cluster, with an occurrence of 8.7 %, shows no β -strand or α-helical
secondary structure. However, it displays many interchain contacts responsible for main-
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Figure 4.4 – Map of the contact propensity of total, intrachain and interchain contacts for
NAC/Aβ1−40 dimer. The NAC runs from residues 1 to 35 and Aβ from residues 36 to
75. The total contact propensity is calculated from the intrachain and interchain contacts.
taining the tertiary structure in a mostly antiparallel arrangement (see Fig. 4.6). D2, that
represents 4.7 % of all visited structures, is more structure. It forms a short anti-parallel
interchain β -sheet, composed of residues N5-V6 of NAC and A2-E3 of Aβ1−40. We also
see an α-helix in the region 14-20. Looking at contacts (Fig. 4.6), we observe that the
few interchains contacts are dominated, beside the β -sheet, by residues V6 and F39 (F4
of Aβ ) that form contacts, with a high probability, with a number of residues from the
other chain.
D3, with probability of 4.6 %, shows a 3-stranded intrachain antiparallel β -sheets
at residues E3-R5/E11-H14/V24-D26 in Aβ1−40, with few interchain contacts. D4, re-
presenting 3.9 % of all visited conﬁgurations, form also a short antiparallel interchain
β -sheet, like D2, but between NAC’s Q2-V3 and Aβ ’s D23-V24. It also forms an α-
helix in NAC between residues V6 and A9. Looking at contacts (Fig. 4.6),the residues
I66 and I67 in Aβ1−40 have a high propensity to form interchain contacts with some
regions of NAC : the region V3-V6 and V10-V14 and F34-V35. The residues 66 and 67
are important in the interchain stabilization of the structure.
D5, that occurs 3.5 % of the time, is the only structure with both an intrachain and
an interchain β -sheet. The antiparallel interchain β -sheet is found between residues T4-
G8 of NAC and K28-I32 of Aβ . A short intrachain antiparallel sheet is also observed at
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Figure 4.5 – The clusters’ center of the dimer NAC with Aβ1−40. The N-terminal and
the C-terminal are shown in green and orange, respectively. The NAC chain is shown in
red, the Aβ1−40 in blue.
residues A2-E3/Q16-K17 of Aβ . D6, ﬁnally, with an occurrence probability of 3.5 %,
shows, like for D3 and D4, relatively few interchain contacts, with the exception of an
antiparallel region between residues V17-V22 of NAC and L17-E22 of Aβ . D6 is also
rich in secondary structure with an intrachain antiparallel β -sheet formed by NAC’s
residues G7-V10 and A29-T32, as well as a short α-helix at residues E11-H13 of Aβ .
In terms of salt-bridges, while the intramolecular bridge at K20-E23 is present on
NAC for all dominant clusters, we also observe a contact between E11-K16, K16-E22,
E22-K28 and D23-K28 of Aβ1−40) with a percentage close to 80 in a majority of the six
clusters, suggesting that these few charged residues, particularly K16 and E22 (51 and
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Figure 4.6 – The contact maps display the contact propensity of total, intrachain and
interchain contacts for the major clusters of the NAC/Aβ1−40 dimer. The NAC runs from
residues 1 to 35 and Aβ from residues 36 to 75. The total contact propensity is calculated
from the intrachain and interchain contacts.
57 in the total sequence) play an important role for stabilize intrachain structures. There
are no interchain salt-bridges.
4.3 Discussion
As discussed above, the NAC is present at about 10 % in amyloid ﬁbrils associated
with Alzheimer’s disease. [17] Its role remains to be understood and it is not clear whe-
ther it is simply a contaminant of whether it impacts the ﬁbril growth. This impact could
be multiple. It could help stabilize the Aβ monomers or oligomers as they grow into
ﬁbril or play a more active role into the oligomeric structures.
There exists very few experimental papers that attempt to characterize the interaction
between the NAC and Aβ . Indeed, amyloid oligomers are particularly difﬁcult to control
and, even for simply monospecies oligomers, very little precise structural information
exists on the structure of the dimer or small assemblies.
In in vitro growth studies, Han et al. explored the nucleation dependent polymeriza-
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tion mechanism between NAC and Aβ1−40. [129] They show, ﬁrst, that the NAC peptide
does aggregate into amyloid ﬁbrils. Han et al., moreover, demonstrate that NAC ﬁbrils
can see Aβ ﬁbrils’ formation and vice-versa, that Aβ ﬁbrils can seen NAC amyloid ag-
gregation. While this heterogeneous seeding is possible, it remains less efﬁcient than
homogeneous seeding as determined by the lag time before ﬁbril growth takes place,
suggesting that the structural match between these two sequences is less amyloid prone
that with a pure system. [129] While this work supports a positive interaction between
NAC and Aβ leading to amyloid formation, it is not clear whether or not the two chains
can interact at the monomeric level or only through preformed ﬁbril structures. Indeed,
Han et al. ﬁnd no evidence in increase in the formation of insoluble aggregates in mixed
NAC and Aβ solutions compared with pure ones. In some cases, the rate is even slowed
down, although this result says nothing about the formation of soluble oligomers. This
question is partially answered by Paik et al. in an experiment on the self-oligomerization
of the full-length α-synuclein with Aβ25−35. Paik and collaborators conﬁrmed that the
25-35 region of the Aβ is sufﬁcient for promoting α-synuclein aggregation. They also
show that, although Aβ25−35 could interact with other regions of α-synuclein, the NAC
region seems to be a preferred binding site. Repeating their experiments with a reverse
35-25 sequence, Paik et al. show that the orientation was essential for promoting oligo-
merization [89].
Our simulations, that show binding of both peptides, are incompatible with these
observations. For example, Fig. 4.4 shows that contacts between Aβ and NAC are do-
minated by residues 17 to 53 and 35 to 54, showing that, indeed, Aβ ’s N-terminal is
relatively inactive here. Moreover, interchain β -sheets involve residues in this region :
D3(24-26), D4(23-24), D5(28-32) and D6(26-32). These results conﬁrm the interaction
and the costabilization of secondary structure between region 25-35 of Aβ and NAC.
Comparison between our results and the formation of pure NAC and Aβ dimers al-
low us to link our simulations to Han et al. results. Côté et al. studied the assembly of
Aβ1−40, Aβ1−40(D23N) and Aβ1−42 dimers using the same OPEP and HT-REMD me-
thodology, allowing a direct comparison with results presented here. [111] They show
that while β -strand propensity increase comparing with the monomer, particularly at the
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ﬁbril-loop region(22-28) and C-terminal(29-40), the overall change in secondary struc-
ture remains small for Aβ1−40 : α-helical propensity goes from 6 to 1.3 % while β -strand
propensity moves form 12 to 13 %, similar to what is observed here. For the NAC pep-
tide, however, the difference is more important : while the β -sheet content reaches 24 %
for the NAC dimer, it is only 9 % here.
Moreover, if the propensity is lower, β -sheets observed in the heterogeneous dimer
are similar to those observed in the homogenous dimers, with a relatively high β -sheet
propensity in the N-terminal for Aβ and at the N-terminal and C-terminal for NAC,
even though some of these β -sheets are formed by the two chains. We also observe an
important presence for the salt-bridge between D23 and K28 of Aβ1−40, and K20-E23 is
present on NAC, in agreement with Côté et al. results. [60, 111] and our study of NAC
dimer.
4.4 Conclusion
In this study we simulated the dimer of the non-amyloid component of α-synuclein
(NAC) with Aβ1−40. We are interested in this system because of the presence of NAC in
a minority of the amyloid ﬁbrils associated with Alzheimer’s disease. Our simulations
conﬁrm experimental observations by Paik et al. ; the 25-35 region is a signiﬁcant area of
secondary structure stabilization with NAC. When compared to NAC and Aβ1−40 dimers
using the same simulation procedure and analysis, we ﬁnd that the propensity to form
beta-sheet remains the same for Aβ1−40 when there was a signiﬁcant decrease for NAC.
The ionic interactions between salt-bridge D23 and K28 in Aβ1−40 and K20 and E23
in NAC of the heterogeneous dimer are consistent with the salt-bridges found in NAC
and Aβ1−40 homogenous dimers and allow to see that these interactions don’t contribute
in the interchain stabilizations. We have shown by our numerical simulation that there
are many interactions between the two monomers of NAC and Aβ1−40. Continuing our
simulations on heterogeneous trimers we can propose some mechanisms which should
be conﬁrmed by experimental studies.
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CHAPITRE 5
CONCLUSION
Au début de ce mémoire, nous voulions identiﬁer des structures primaires ou se-
quences d’intérêt de NAC qui favorisent la formation de structures secondaires caracté-
ristiques de la ﬁbrillation. Nous nous demandions aussi si ces structures possédaient des
particularités au niveau de leurs structures secondaire et tertiaire. Enﬁn nous voulions
savoir si les résultats observés à partir de l’étude de NAC étaient extrapolable à d’autre
protéines amyloïdes.
Tout d’abord, nos résultats ont permis de reconﬁrmer des propriétés partagées par les
protéines amyloïdes : la transition de l’hélice α au feuillet β , une proportion grandissante
à former des feuillet β anti-parrallèles, en conformité avec les conformations retrouvées
dans les structures cross-β . On retrouve aussi un certain polymorphisme. Ces quelques
observations, et la rapidité particulière avec laquelle des feuillets β anti-parrallèles se
forment, conﬁrme le choix des séquences de protéines amyloïdes comme point de départ
de simulations ayant pour but la collecte d’information sur les structures observées lors
des premières étapes d’oligomérisation de protéines amyloïdes.
Lors du suivi de la réaction d’oligomérisation allant du monomère au trimère de
NAC , les régions 6-9 et 30-33 se sont demarquées . Dans la majorités des résultats ob-
tenus, ces régions participent aux contacts des feuillet β antiparralèles caractéristiques
des ﬁbres amyloïdes. De plus, la grande diversité observée aux niveaux tertiaire et qua-
ternaire pour des structures qui impliquent toujours ces deux régions en font des zones
d’intérêt à explorer plus en détails. Toutefois, ces régions ne sont pas retrouvées dans
les structures secondaires des oligomères hétérogènes de NAC avec Aβ1−40. Une telle
observation va dans le sens des travaux de Han et al [129], qui font état de deux méca-
nismes qui ne font pas intervenir les même regions de Aβ1−40 lorsque NAC est présent.
En effet, après observations expériementales, ils constatent que lors de la formation de
dimères homogènes et hétérogènes, la durée du mécanisme hétérogène est plus longue.
Ils attribuent cela à une plus grande afﬁnité entre deux séquences identiques. Notre inté-
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rêt s’est aussi porté sur les ponts salins formés entre résidus de charges opposées. On a pu
observer que même si ces interactions aident à la stabilisation intermoléculaire respon-
sable de conformations adoptés aux niveau tertiaires des structures, elles sont rarement
à l’origine d’interactions reliant les chaînes dans la structure quaternaire.
La particularité des systèmes choisis pouvant avoir comme noyau de nucléation tan-
tôt Aβ1−40 ou NAC permet d’extraire certaines informations sur le mécanisme de nucléa-
tion et prend un intérêt particulier lorqu’on sait que des oligomères aussi petits que les
dimères sont retrouvés dans les ﬁbres amyloïdes de certaines protéines amyloïdes [46].
Ce genre d’étude s’inscrit aussi dans la recherche des espèces toxiques, depuis qu’on
sait que les petits oligomères seraient responsables de la toxicité en formant des pores
dans les membranes cellulaires. [33–35]. Dans un tel contexte, les ﬁbres semblent avoir
un rôle protecteur, empêchant les petits oligomères solubles et toxiques de se propager
dans la cellule[13, 31]. Dans nos simulations on a observe dans le cas de l’oligoméri-
sation hétérogène, on peut avoir deux types de structures. 1)Une des protéines a un rôle
de soutien, elle ne forme pas de structures secondaires, mais vient consolider par cer-
taines interactions les structures secondaires adoptées. 2)on observe aussi des structures
tertiaires dans lesquelles des feuillets β sont formés en utilisant des résidus de chacunes
des protéines. Des études d’oligomères plus gros permettraient de savoir si un de ces
deux chemins est privilégié ou s’ils coexistent dans certaines proportions durant l’oligo-
mérisation.
On ne peut savoir clairement si les résultats obtenus ici sont généralisables sur toutes
les protéines amyloïdes. Cependant, les informations acquises sur certaines régions et
l’importance de l’étude des interactions hydrophobes et ioniques dans la prédiction de
régions susceptibles de former des feuillets β restent centrales.
La modélisation OPEP a déjà fait ses preuves sur de nombreuses protéines amyloïdes
donnant des résultats relativement proches de ce qui est observé expérimentalement. Ce-
pendant, la modélisation du solvant de façon implicite et la représentation des chaînes
latérales sous forme de billes limitent et nuancent les observations que nous pouvons
faire. En effet, un telle modélisation surestime certaines interactions qui pourraient être
moins fortes si on prenait en compte tous les paramètres des chaînes latérales et du
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solvant. De plus, si nous voulions simuler des oligomères plus gros, aﬁn d’observer l’in-
terdigitation des chaînes latérales qui est importante pour la stabilisation de la structure
cross-β [5, 27–30], nous serions limités par l’absence des détails des chaîne latérale.
Il faudrait alors utiliser un potentiel tout-atome aﬁn de ne plus avoir cette limitation. La
charge et l’hydrophobicité des résidus sont des paramètres qui peuvent réagir en fonction
du solvant dans lequel les protéines sont simulées. Étudier l’effet de l’eau sur certains
résidus déjà identiﬁés, grâce à un solvant explicite, pourrait être un bon complément à
nos études.
La meilleure façon d’avoir des précisions par rapport à certaines surestimations d’in-
teraction par le potentiel pourrait être de comparer nos résultats à des études expérimen-
tales. Toutefois, cela reste encore difﬁcile pour des protéines comme NAC mais est pour
Aβ1−40 dont l’agrégation est plus lente et moins toxique que celle d’Aβ1−42 et peut donc
être suivie expérimentalement. Il faudrait aussi reproduire nos simulations aﬁn de savoir
quelle est la précisions de la méthode numérique utilisée aﬁn d’avoir un paramètre de
comparaison ﬁable face à d’autres études numériques et expérimentales.
En dépit de ces limitations, la méthode de simulation permet d’avoir des informations
détaillées avec une bonne résolution sur des systèmes qui peuvent être désordonnés.
Même si les études numériques doivent être conﬁrmées par des mesures expérimentales,
elles restent une bonne alternative lorsque cela n’est pas possible ou difﬁcile de faire
un suivi in vitro à cause de la nature hors-équilibre et de la toxicité de ces systèmes.
Les méthodes numériques fournissent des informations difﬁcilement observables à de
telles résolutions au niveau expérimental. Cependant, la vue plus globale apportée par l’
expérimentation permet d’avoir des informations complémentaires et plus générales qui
caractérisent les protéine amyloïdes.
Les observations d’un système mettant en contact deux protéines amyloïdes diffé-
rentes a permis d’explorer les particularités de telles interactions. Nous pouvons nous de-
mander si nous observerions les mêmes conclusions en prenant la protéine α-synucléine
au complet. Sachant que d’autres combinaisons de protéines sont retrouvées dans les
ﬁbres de maladie amyloïdes, l’etude d’oligomères hétérogenes avec NAC ou Aβ1−40 et
la protéine à prions PrP impliquée dans la maladie de Creutzfeld-Jacob serait intéres-
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santes. Comme mentionné précédemment, des collaborations avec des groupes expéri-
mentaux apporteraient une autre dimension aux résultats obtenus numériquement. Un
autre axe de recherche intéressant consiste a changer l’environnement des protéines aﬁn
d’observer les modiﬁcations structurales qui en découlent. Par exemple, une variation
dans le pH agit sur les charges des résidus composant les protéines. Des hypothèses
concernant la formation de pores ouvrent aussi la porte à des simulations qui prendraient
en compte des interactions avec la membrane et tenteraient de déterminer quel genre
d’oligomère va se ﬁxer sur les membranes et par quel mécanisme.
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